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1 UVOD  
 
Številne kovine že v subletalnih koncentracijah povzročajo vedenjske spremembe, ki lahko 
vodijo v izumiranje populacij žuželk in preko medvrstnih odnosov vplivajo na celotno 
združbo (Mogren, 2010). Medonosne čebele spadajo med ogrožene žuželke in so pomembni 
opraševalci, ki so kovinam izpostavljeni v okolju predvsem preko kontaminirane vode ter v 
panju pri stiku s kovinskimi deli. Ker se čebele hranijo na velikih površinah in nosijo 
rastlinski material (nektar, cvetni prah in propolis) nazaj v svoje panje in tako lahko zbirajo 
signifikantno količino strupenih snovi, predstavljajo velik potencial za bioindikacijo 
kovinskih in nekovinskih onesnaževal (Hladun in sod., 2012). Učinke vseh delcev, ki jih 
čebele akumulirajo v panju je seveda težko preučiti, vendar glede na znano strupenost težkih 
kovin je o učinku le teh na čebele odločno premalo znanja. Poleg tega ni znano niti, ali lahko 
čebele zaznavajo kovine.  
 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
V naši raziskavi smo z vedenjskimi testi želeli ugotoviti, ali medonosne čebele zaznavajo 
baker (Cu) ali cink (Zn) ter ovrednotiti njun vpliv na čebele. V prvem delu naloge smo 
ugotavljali vpliv Cu in Zn, s katerima čebele potencialno prihajajo v stik, na prehranjevanje 
in smrtnost v kronični izpostavitvi. Glede na razpoložljivo literaturo (Bounias in sod., 1995; 
Hladun in sod., 2012) smo predvidevali, da bo kronično hranjenje čebel s saharoznimi 
raztopinami bakrovega sulfata (CuSO4) in cinkovega klorida (ZnCl2) občutno povečalo 
smrtnost čebel in vplivalo na stopnjo prehranjevanja in na njihovo vedenje. V drugem delu 
smo ugotavljali preferenco čebel do izbranih kovin s testom izbire. Čebele so izbirale med 
kontrolno saharozno raztopino in poskusno saharozno raztopino, ki je vsebovala različne 
koncentracije kovinskih ionov. Na ta način smo ugotavljali, ali čebele preferirajo raztopine 
z ioni kovin oziroma le-te delujejo nanje repelentno. V obeh primerih bi pokazali, da čebele 
zaznavajo kovinske ione v raztopinah. Predhodno je bilo namreč ugotovljeno, da čebele 
preferirajo suspenzije nanodelcev cinkovega oksida (ZnO) v saharozni raztopini (Glavan in 
sod., 2017). V takšnih raztopinah se cinkovi ioni (Zn2+) odtapljajo od ZnO, zato je možno, 
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1.2 HIPOTEZE  
 
V nalogi smo si zastavili naslednje hipoteze:  
 
 Kronično hranjenje čebel s saharoznimi raztopinami, ki vsebujejo med 0.25 – 2 mM 
CuSO4 ali 1 – 4 mM ZnCl2 bo zmanjšalo preživetje. Preživetje se bo zmanjševalo 
v skladu z višanjem koncentracij.  
 
 Kronično hranjenje čebel s saharoznimi raztopinami, ki vsebujejo med 0,25 – 2 mM 
CuSO4 ali 0.5 – 4 mM ZnCl2 bo imelo vpliv na stopnjo prehranjevanja. Bakrov 
sulfat bo znižal, cinkov klorid pa zvišal stopnjo prehranjevanja.  
 
 Kronično hranjenje čebel s saharoznimi raztopinami, ki vsebujejo med 0,25 – 2 mM 
CuSO4 ali 0.5 – 4 mM ZnCl2 bo imelo vpliv na njihovo vedenje. Izrazitost in 
pogostost vedenjskih sprememb bo naraščala v skladu z višanjem koncentracij.  
 
 Test izbire med kontrolno saharozno raztopino in poskusno saharozno raztopino, ki 
vsebuje med 0.25 – 2 mM CuSO4 ne bo pokazala averzije oziroma preference 
čebel za nobeno od raztopin.  
 
 Test izbire med kontrolno saharozno raztopino in poskusno saharozno raztopino, ki 
vsebuje med 0.5 – 4 mM ZnCl2 bo pokazal preferenco čebel za poskusno raztopino 
cinkovega klorida v primerjavi s kontrolno. Izrazitost preference bo naraščala v 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 OGROŽENOST ČEBEL 
 
Iz celega sveta že nekaj let poročajo o množičnih poginih čebel (vanEngelsdorp in sod., 
2009; Neumann in Carreck, 2010). Tradicionalne bolezni, katere že nekaj časa pestijo 
čebele, povzročajo razni patogeni: virusi, bakterije, glive in drugi paraziti (npr. pršice). Te 
sicer močno prispevajo k odmiranju, vendar praviloma niso edini povzročitelji odmiranja 
čebel. Temu v prid priča tudi dejstvo, da pri odmirajočih družinah velikokrat ni opaziti 
značilnih znakov bolezni ali motenj. Večino podatkov o ogroženosti čebel temelji na 
informacijah posameznih čebelarjev, ki se zbirajo v čebelarskih društvih. Čebelarji poročajo, 
da se čebele ne vračajo v panj, v katerem je še zaloga hrane, včasih celo opuščena pokrita 
zalega in da se čebele nekako izgubljajo v okolje (Božič, 2008).  
 
Aktualnih dejavnikov, ki bi lahko zviševali ogroženost čebel, je kar nekaj (vanEngelsdorp 
in sod., 2009). Vzrok za odmiranje čebel praviloma ne gre iskati v posameznem dejavniku, 
saj je glede na rezultate raziskav, problem kompleksnejši (vanEngelsdorp in sod., 2009). 
Najbolj znan povzročitelj motenj in odmiranja čebeljih družin je onesnaževanje 
(vanEngelsdorp in sod., 2009). Uporaba zaščitnih sredstev in gnojil v intenzivnem 
kmetijstvu povečuje pridelek kulturnih rastlin na račun mnogih žuželk, med drugim tudi 
čebel. Vsako leto se proizvajajo nova zaščitna sredstva, saj škodljivci na obstoječa vztrajno 
razvijajo odpornost. Čeprav se uporaba zaščitnih sredstev sicer v zadnjem času močno 
omejuje in je v ekološkem kmetijstvu celo prepovedana, najdemo pesticide in njihove 
ostanke v živilih, vodi, okolju in tudi že v človeškem organizmu. Kako močan učinek imajo 
pesticidi na čebele je odvisno tudi od načina in oblike njihove uporabe. Najnevarnejša oblika 
pesticidov za čebele so insekticidi, saj so namenjeni zatiranju žuželk. V čebele lahko 
prihajajo oralno, z dotikom ali celo preko dihalnih organov. Za čebele niso nevarni le 
insekticidi, temveč tudi herbicidi, ki so namenjeni zatiranju neželenih rastlin. Če pri 
tretiranju aktivno sredstva pade na telo čebele, je nevaren vsak herbicid. Z nektarjem in 
cvetnim prahom ga lahko čebele ponesejo v panj, kjer se lahko njegove učinkovine 
zadržujejo tudi v medu in so posebej nevarne za mlade čebele. Za čebele manj nevarna 
zaščitna sredstva veljajo fungicidi, ki so namenjena zatiranju glivnih patogenov (Auguštin, 
2008). Tudi  čebelarjenje se v skladu z drugimi kmetijskimi panogami v zadnjem času 
intenzivira, kar se lahko kaže tudi v prekomernem izkoriščanju čebeljih družin, neustrezni 
rabi preventivnih in kurativnih zaščitnih sredstev (Božič, 2008). V čebelarstvu se 
najpogosteje uporabljajo akaricidi za zaščito čebel pred varojo. Številna zaščitna sredstva 
lahko vsebujejo tudi substance, katerih delovanje na čebele še ni dovolj dobro proučeno, še 
posebej potencialno sinergistično delovanje. Zaradi stalne težnje po miniaturizaciji 
(zmanjšanje dimenzij česa, zlasti priprav, naprav) v globalni industriji, predstavlja razvoj 
nanodelcev (0.1 – 100 nm) razmeroma novo nevarnost za čebele. Nanotehnologija je mlad, 
obetajoče industrijsko področje, ki se v zadnjih 20 letih razvija zelo hitro (Savolainen in sod., 
2010; Farré in sod., 2009) ob tem pa je zelo malo raziskanega o tveganjih uporabe 
nanodelcev (Christian in sod., 2008). Nanodelce najdemo danes že v številnih različnih 
produktih, kot so optoelektronske naprave, v sončnih kremah, pigmentih barv, komponentah 
gum, kozmetiki, prehranskih dopolnilih in zdravilih (Milivojević in sod., 2015). Ker se 
verjetnost da nanodelci pristanejo v okolju konstantno veča (Gottschalk in sod., 2009; Miller 
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in sod., 2010; Ates in sod., 2013) se povečuje tudi možnost kronične konzumacije in 
inhalacije nanodelcev (Moore, 2006). Šele v zadnjih letih poteka veliko študij o strupenosti 
nanodelcev, s pomočjo katerih so že bile odkrite resne ekološke posledice in škodljivi učinki 
na zdravje živali, med drugim tudi na čebele (Handy in sod., 2008; Mueller in Nowack, 
2008; Al Naggar, 2016; Kos in sod., 2017). Na vitalnost čebeljih družin prav gotovo vpliva 
tudi motena kakovost okolja, zmanjševanje diverzitete rastlinskih vrst in klimatske razmere 
(Božič, 2008).  
 
2.2 TEŽKE KOVINE 
 
Nekatere esencialne težke kovine so osnovne komponente bioloških sistemov in so potrebne 
za normalno fiziološko delovanje. Pri visokih dozah lahko postanejo ekstremno strupene in 
motijo normalno delovanje celic preko različnih mehanizmov, ki sčasoma povzročajo 
številne motnje, bolezni ali celo smrt, kar kažejo študije na celičnih kulturah miši in kvasovk 
(Chen in sod., 2004, Nelson, 1999). V naravi jih najdemo v prsti in formaciji kamnin, 
presežki pa v naravi pristanejo zaradi kmetijskih dodatkov, rudniških in tovarniških 
odpadkov in industrijskih, komunalnih in prometnih emisij (Leita in sod., 1996; Bogdanov, 
2005; Bahadorani in Hilliker, 2009). 
 
Opraševalci so lahko izpostavljeni kontaminaciji s kovinami preko zraka, vode, prsti in 
rastlin. Verjetno najpogostejši vir izpostavitve je preko zaužitja kontaminiranega cvetnega 
prahu in nektarja (Celli in Maccagnani, 2003; Hladun in sod., 2015a). Veliko rastlin tudi 
akumulira določene kovine v visokih koncentracijah (npr. redkvica Raphanus sativus; 
Hladun in sod., 2015a), preko katerih se lahko prenesejo na pašne čebele. Pašne čebele 
obiskujejo cvetove na širokem območju (do 14km2; Bromenshenk in sod., 1985; Ratnieks in 
Shackleton, 2015) in so tako lahko konstantno izpostavljene onesnažilom (Jones, 1987; 
Porrini in sod., 2003), tudi kovinam. Zaradi svoje odlačenost telesa, so čebele posebej 
dovzetne za zbiranje kontaminantov iz zraka (Leita in sod., 1996).  
 
Za medonosne čebele zaenkrat ni znano, da bi bile sposobne zaznave katerekoli kovine, zato 
se praviloma tudi ne izogibajo hrani s povišanimi in škodljivimi koncentracijami kovin. Kar 
nekaj raziskav je pokazalo, da čebele na kontaminiranih območjih akumulirajo kovine 
(Perugini in sod., 2011; Van Der Steen in sod., 2012) v svojih tkivih in produktih (Celli in 
Maccagnani, 2003; Leita et al., 1996; Ayestaran in sod., 2010). Stopnja kovin v čebelah 
lahko sezonsko zelo variira in tudi med posameznimi regijami (Jones, 1987; Veleminsky in 
sod., 1990). 
 
Zaenkrat je raziskav o učinkih kovin na čebele zelo malo. V manjši meri so raziskani učinki 
mangana, kadmija, svinca, aluminija, bakra in cinka. Rezultati so pokazali očiten vpliv kovin 
na stopnjo preživetja, razvoj ličink, stopnjo prehranjevanja, na stresne biomarkerje in vpliv 
na pašno vedenje (Ning Di in sod., 2016, Glavan in sod., 2017, Milivojevič in sod., 2015, 
Sovik in sod., 2015; Gauthier in sod., 2016). V sklopu tovrstnih raziskav je večkrat omenjen 
selen, ki sicer ni kovina, ima pa močan toksičen potencial za čebele. Čebele imajo moteno 
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asociativno učenje, dolgotrajni spomin in so manj odzivne na saharozo, če izpostavljene 
višjim koncentracijam selena (Hladun in sod., 2012, Burden in sod., 2016). Žuželke, ki so 
izpostavljene onesnaževanju s kovinami pogosto spremenijo vedenje. Vedenjski odziv na 
zastrupitev je rezultat integracije biokemijskih in fizioloških procesov, ki se kažejo v 
spremembah na višjem nivoju organizacije (Hellou, 2011). Spremembe, ki jih opazimo pri 
insektih, so naučeno izogibanje kontaminirani hrani ali zmanjšano prehranjevanje. Če 
kontaminacije insekti ne zaznajo, imajo praviloma na voljo druge mehanizme, s katerimi 
preprečujejo zastrupitev, kot je na primer učinkovita ekskrecija onesnažil (Mogren in 
Trumble, 2010).  
 
2.2.1 Baker (Cu) 
 
2.2.1.1 Splošna biološka vloga  
 
Za vse organizme je baker esencialen element. Kot sestavni del bioaktivnih spojin baker 
sodeluje s številnimi esencialnimi proteini pri povečanju rasti in razvoja (House, 1961; Perna 
in sod., 2014). Ključen je pri aerobnem dihanju vseh evkariontov, saj je del respiratornega 
encimskega kompleksa citokrom c oksidaze v mitohondrijih. Če akumulacija bakra preseže 
celične potrebe organizma, lahko postane strupen (Emsley, 2001). 
 
2.2.1.2 Viri bakra  
 
Baker rudarijo po svetu že tisoče let. Prvotno so ga ljudje uporabljali za razna orodja, orožja 
in nakit, še posebej v kombinaciji z kositrom (Sn), v obliki brona. Baker je še danes široko 
uporabljen v industriji in njegova svetovna proizvodnja presega letno 12 milijonov ton. 
Zaradi visoke električne prevodnosti in enostavne obdelave se večina bakra uporablja za 
električno opremo, strešne in vodovodne konstrukcije in industrijske stroje. Eden prvih 
kemičnih pesticidov proti plesni na trti - Bourdeaux mešanica, ki se uporablja še danes, 
vsebuje baker (Emsley, 2001). Uporablja se tudi pri čiščenju vode in v obliki CuSO4 
predstavlja algicid. Vsesplošna raba bakra se pozna tudi v povišanih vrednostih v okolju in 
to v večini držav (Nriagu, 1996). Široko razširjeno onesnaževanje bakra je rezultat 
rudarjenja, plavžarstva, motornih izpušnih plinov, gnojenja in uporabe zaščitnih sredstev v 
kmetijstvu. (Hutchinson in Whitby, 1974).  
 
V neonesnaženih tleh je na kilogram prsti povprečno med 5 in 30 mg bakra, lahko pa tudi 
do 100 mg (Ross, 1994, cit. po Zupan in sod., 2008). Na območjih kmetijske rabe lahko 
vrednosti bakra v prsti presegajo tudi 300 mg/kg (Kabata-Pendias in Pendias, 1984; Bowen, 
1979; Stevenson in Fitch, 1986, citirani po Zupan in sod., 2008), v industrijski regiji pa tudi 
3500 mg/kg (Emsley, 2001). Baker se koncentrira v zgornjih slojih prsti, kjer je trdno vezan 
na anorganske delce in organsko snov, zato je praviloma nemobilen. Koncentracija bakra je 
v različnih rastlinah precej različna in se lahko na kontaminirani prsti poveča kar 10-krat. 
Izraba površin je na nekaterih območjih vodila do precejšnjega znižanja bakra v prsti, ki se 
ga nadomešča preko gnojenja z CuSO4. Na zelo izčrpani zemlji porabijo tudi do 23 kg CuSO4 
na hektar (Emsley, 2001). V Sloveniji so opozorilne vrednosti bakra (>100 mg/kg) izmerjene 
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predvsem na površinah intenzivnega sadjarstva in vinogradništva, kjer je uporaba bakrenih 
zaščitnih sredstev tudi najbolj pogosta (Zupan in sod., 2008).  
 
Zaradi številnih razlogov torej lahko prihaja do presežkov bakra v okolju in posledično se 
insekti, med njimi tudi čebele, pogosteje srečujejo s povišanimi koncentracijami bakra preko 
atmosferskih depozicij, prsti ali rastlin. (Mogren in Trumble, 2010). Rastline na 
kontaminiranih mestih  akumulirajo večje količine bakra, ki se lahko prenesejo na čebele 
(Hladun in sod., 2015a; Satta in sod., 2012). Za baker ni znano, da bi ga lahko čebele na 
kakršenkoli način zaznavale, zato se mu domnevno ne izogibajo. 
 
2.2.1.3 Učinki bakra na čebele  
 
Raziskav o učinkih bakra na čebele je malo. Nekaj jih je bilo izvedenih na podlagi predloga, 
da naj bi hranjenje čebel z bakrovimi derivati predstavljalo zaščitno sredstvo proti varoji 
(Popeskovic, 1984, cit. po Bounias in sod. 1995). Ko so testirali učinek hranjenja čebel 
izključno z CuSO4, so poleg učinkovite strupenosti za varojo, pri koncentracijah višjih od 2 
mM CuSO4 pokazali tudi strupenost za čebele. Ob povečani stopnji smrtnosti čebel so 
zabeležili še zmanjšanje privzema raztopine z CuSO4 (Guiraud in sod., 1989). Kasneje so 
testirali še prehranske nadomestke pripravke bakrove soli (bakrov glukonat, bakrov  aspartat, 
bakrov isoleucinat), ki so bile proti varoji enako učinkovite kot bakrov sulfat, hkrati pa so 
predstavljale manjšo strupenost za čebele. Pri hranjenju čebel z nizkimi koncentracijami 
bakrovih soli (vsebujejo od 62 µM do 180 µM Cu) so v primerjavi s kontrolo opazili celo 
povišanje vrednosti LT50, kar nakazuje, da lahko nizke koncentracije bakrovih soli 
podaljšajo življenje čebel (Bounias in sod., 1995). Tovrstne koristne učinke spojin, kjer 
stimulative učinek kemikalije opazimo pri nizki koncentracijah snovi, pri višjih pa ne, 
povezujemo s t.i hormetičnim učinkom oziroma hormezo (Neafsey in sod., 1988). 
 
Študija Ning Di s sodelavci (2016) je ena redkih, ki je izpostavila strupenost bakra za ličinke 
čebel in pašne čebele. Testirali so učinek okoljsko relevantnih koncentracij bakra, ki so bile 
izmerjene v prsti in drugih žuželkah, na več življenjskih parametrov italijanske medonosne 
čebele (Apis mellifera ligustica). V Angliji, v bližini rafinerije so bile v različnih žuželkah 
zabeležene naslednje koncentracije: 2.5 mM Cu v larvah metuljev, 4.2 mM Cu v polkrilcih, 
6.6 mM v pravih rilčkarjih in kar 11.5 mM v mravljah (Hunter in sod., 1987). Ličinke čebel 
so bile 10 dni tretirane z različnimi koncentracijami bakra (od 5 µM do 645 µM Cu) v spojini 
bakrovega klorid dihidrata (CuCl2 x 2 H2O). Pri najvišjih testiranih koncentracijah bakra so 
zabeležili ustavljanje razvoja, zmanjšanje mase, zmanjšanje stopnje preživetja in povečano 
koncentracijo bakra v njihovem telesu. 10-dnevni LC50 je bil za ličinke izračunan nekje pri 
110 µM Cu. Odrasle pašne čebele so bile tretirane samo 3 dni, vendar z občutno višjimi 
koncentracijami bakra (od 0.5 mM do 8 mM Cu). Tudi pri njih so opazili zmanjšano stopnjo 
preživetja in povečano koncentracijo bakra v telesu. Dodatno je bila zabeležena še 
zmanjšana konzumacija saharozne raztopine z bakrovim sulfatom. 3-dnevni  LC50 je bil pri 
odraslih pašnih čebelah določen nekje pri 2 mM Cu. Pridobljene rezultate so opredelili kot 
zaskrbljujoče za zdravje čebeljih družin, ki so izpostavljene merjenim koncentracijam bakra 
v okolju (Ning Di in sod., 2016).   
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2.2.2 Cink (Zn) 
 
2.2.2.1 Splošna biološka vloga 
 
Cink je esencialen element tako za živali kot za rastline. Pomemben je pri dveh skupinah 
proteinov, in sicer pri encimih in transkripcijskih faktorjih. Obstaja kar 200 različnih 
encimov, ki vsebujejo cink in približno enako število transkripcijskih faktorjev. Cink 
vsebujoči encimi regulirajo rast, razvoj, dolgoživost in plodnost. Prav tako so pomembni pri 
prebavi, sintezi nukleinskih kislin in imunskem sistemu. Pri človeku cink aktivira dele 
možganov, ki so odgovorni za okus in vonj (Emsley, 2001). V rastlinah igra življenjsko 
pomembno vlogo, saj jih brani v sušnih razmerah in pred boleznimi.  
 
2.2.2.2 Viri cinka  
 
Cink je bil prepoznan kot samostojen element šele v 18. stoletju, vendar se je uporabljal v 
mešanici z drugimi kovinami že vsaj 2000 let. Najpomembnejša cinkova ruda je sfalerit, ki 
je sestavljen večinoma iz cinkovega sulfida (ZnS). Glavna območja rudarjenja cinka so v 
Kanadi, Rusiji, Avstraliji, ZDA in Peruju. Svetovna proizvodnja letno presega 7 milijonov 
ton (Emsley, 2001). Več kot polovica kovinskega cinka gre za pocinkavo jekla, s katerim 
zaščitijo jeklo pred rjavenjem. Cink se uporablja tudi v zlitinah in baterijah. Prve suhe 
baterije so vsebovale cinkovo anodo in so še danes popularne zaradi nizke cene. Veljajo za 
okolju prijaznejše, saj naj ne bi vsebovale strupenih kovin. Glavna cinkova zlitina je 
medenina, ki je v glavnem sestavljena iz cinka in bakra, lahko pa vsebuje tudi nikelj (Emsley, 
2001). V oksidni obliki se cink pojavlja v nanomaterialih, katere najdemo v različnih 
produktih: optoelektronske naprave, barve, kozmetični izdelki, prehranskih dopolnilih, 
medicini in potencialno v nanopesticidih (Glavan in sod., 2017).  
 
V kilogramu prsti je povprečno od 50 do 70 mg cinka, vendar lahko koncentracija v naravi 
močno variira (Kabata-Pendias in Pendias, 1984; Ross, 1994, citirani po Zupan in sod., 
2008). Cink obstaja v obliki cinkovega iona (Zn2+) vezan v soli in se lahko enostavno 
absorbira na minerale, glino in organski material. Prsti so močno kontaminirane s cinkom še 
posebej ob rudarskih in industrijskih območjih. Ko cink v prsti presega 500 mg/kg, moti 
privzem drugih esencialnih kovin (Emsley, 2001). Tudi v Sloveniji so bile izmerjene 
povečane vrednosti cinka v prsti, ki kažejo na antropogeni vpliv. Glavnina problematičnih 
vzorcev je iz urbanega območja Maribora in Celja, predvsem v bližini industrijskih izvorov 
onesnaževanja (Zupan in sod., 2008).   
 
Čebele lahko prihajajo v stik z cinkom na podoben način kot z ostalimi kovinami, torej preko 
zraka, prsti, vode in rastlin. Dodatno nevarnost predstavljajo čebelnjaki s pocinkanimi 
elementi, ki omogočajo direkten kontakt s čebelami. Ob dodajanju raznih kislinskih zaščitnih 
sredstev proti varoji se lahko poveča oksidacija kovinskih delov panja, kar vodi v sproščanje 
kovinskih oksidov (tudi ZnO) in delcev (Božič, osebna opažanja pri čebelarjenju, cit. po 
Milivojević, 2015). Cinkovi nanodelci lahko kontaminirajo čebele tudi preko inhalacije 
(Glavan in sod., 2017).  
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2.2.2.3 Učinek cinka na medonosno čebelo  
 
Zaenkrat je znanje o učinkih cinka na medonosno čebelo močno omejeno. Čeprav so čebele 
čedalje bolj izpostavljene cinkovim spojinam v različnih oblikah, sta v literaturi na voljo le 
dve raziskavi (Milivojević in sod., 2015; Glavan in sod., 2017), ki zadovoljivo opišeta del 
njihovega učinka. Raziskavi sta osredotočeni na cink vsebujoče nanomateriale. Cinkovi 
oksidni nanomateriali (v nadaljevanju ZnO NM) so se že pri raziskavah na številnih drugih 
organizmih izkazali kot genotoksični, nevrotoksični in opažen je bil njihov vpliv na vedenje 
(Chang in sod., 2012; Milivojević in sod., 2015; Vandebriel in De Jong, 2012). V raziskavi 
Milivojević s sod. (2015) so medonosne čebele 10 dni hranili z nizkima koncentracijama 
ZnO NM in ZnCl2. Analizirali so številne biomarkerje, vključujoč stopnjo prehranjevanja, 
preživetja in aktivnost encimov glutation S-tranferaza (GST) in acetilholinesteraza (AChE) 
(Milivojević in sod., 2015). Omenjena encima sta med najpogostejše analiziranimi 
biomarkerji v tovrstnih študijah, zaradi visoke občutljivosti na izpostavitev kontaminantom 
(Jemec in sod., 2010). Aktivnost obeh se je v raziskavi povišala, vendar je izrazitejša porast 
aktivnosti bila zabeležena pri tretiranju z ZnCl2. Čebele, ki so se hranile z ZnCl2, so pojedle 
statistično značilno več od kontrole, medtem ko pri čebelah z ZnO NM dieto ni bilo opaziti 
tega učinka. Stopnja preživetja se je v obeh primerih statistično značilno zmanjšala v 
primerjavi z kontrolo, vendar je bil tudi tukaj učinek hranjenja z raztopino ZnCl2 izrazitejši. 
Ob koncu raziskave so zaradi kvantitativnih razlik v učinku obeh testiranih substanc, kot 
najverjetnejše povzročitelje sprememb označili Zn2+ (Milivojević in sod., 2015). Delež Zn2+ 
je namreč v primeru ZnCl2 raztopine večji kot v primeru ZnO NM.  
 
V subkronični toksični raziskavi Glavan s sod. (2017) so merili enake biomarkerje kot v 
prejšnji (Milivojević in sod., 2015), vendar so čebele hranili z različnimi koncentracijami 
ZnO NM (od 0.8 do 8 mg Zn/ml oz. od 12.2 mM do 122.3 mM Zn) le 2 dni. Po dveh dnevih 
tretiranja čebel niso zabeležili statistično značilne razlike v stopnji preživetja med kontrolo 
in koncentracijami ZnO NM. Z naraščajočo koncentracijo ZnO NM so opazili zmanjševanje 
prehranskega vedenja, vendar upad ni bil statistično značilen. Tudi spremembe v aktivnosti 
AChE in GST niso zaznali. Iz pridobljenih rezultatov se da sklepati, da 2 dnevna izpostavitev 
ZnO NM ni dovolj za spremembo aktivnosti teh dveh encimov. Da bi ugotovili, če ZnO NM  
čebele odvračajo, so izvedli še test izbire. Presenetljivo so odkrili ravno obratno, saj so v 
primerjavi s kontrolo čebele pri vseh testiranih koncentracijah preferirale raztopino z ZnO 
NM. Obstaja torej možnost, da čebele na nek način zaznajo cinkove nanodelce oziroma 
raztopljene Zn2+. Za dokončno potrditev bi bile potrebne nadaljnje raziskave, ki bi razjasnile 
mehanizme gustatorne percepcije kovin na čebelah (Glavan in sod., 2017). 
 
Preostala literatura o učinkih cinka je bila narejena na drugih vrstah žuželk in je zadovoljivo 
povzeta v preglednem članku Mogren in Trumble (2010). Raziskave so osredotočene na 
vedenjske spremembe, ki jih povzroča prisotnost povišanih koncentracij cinka v hrani 
žuželk. Izmed kopenskih insektov so bilo največ raziskani škodljivci v kmetijstvu. Metulji 
so se v glavnem izogibali hrani obogatenim z cinkom (Gahukar, 1975; Sell in Bodznick, 
1971; Salama in El-Sharaby, 1972). Če so imeli na izbiro med visoko in nizko koncentracijo 
cinka v hrani, so praviloma izbrali slednjo (Pollard in Baker, 1997).  Tudi kobilice so raje 
izbirale hrano z manj cinka. S testi izbire so pokazali, da se kobilice asociativno naučijo 
izogibati cinkovi hrani (Pollard in Baker, 1997). Preučevane vrste hroščev so zmanjšali 
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prehranjevanje le pri visokih koncentracijah cinka (8 mg Zn/ml oz. 122.3 mM Zn) (Rokytova 
in sod., 2004). Preferenca za hrano z manj cinka je bila z raziskavo gustatorne percepcije 
dokazana tudi za vinsko mušico (Bahadorani in Hilliker, 2009). Poleg vpliva na prehransko 
vedenje so pri vinski mušici tretirani z visoko koncentracijo cinka (30 mM Zn) zabeležili še 
statistično značilno zmanjšanje proizvodnje jajčec. Pri nizki koncentraciji cinka pa se je 




2.3 SENZORIKA ČEBELE  
 
Določeni kovine so lahko zelo strupene za čebele, vendar zanje niso izrazito nevarne, če jih 
čebele ob potencialnem stiku dobro zaznavajo in se na daleč izognejo kontaminiranim 
območjem. Tak primer so sintetični piretroidi, ki so sicer zelo strupeni, vendar z značilnim 
vonjem odvračajo čebele (Auguštin, 2008). Izogibanje strupom v hrani je tako pomembno, 
kot pridobivanje nutrientov. Čebele določene toksine (npr. kinin) zaznajo in jih že ob prvem 
stiku zavračajo. Nekatere toksine (npr. amigdalin) niso sposobne zaznati, zato jih prvotno 
zaužijejo, vendar se jim zaradi škodljivih posledic po zaužitju naučijo izogibati v prihodnje 
(Wright in sod., 2010).  
 
Čebele so sposobne zaznavanja specifičnih dražljajev iz okolja s pomočjo senzoričnih 
organov. Posebej pomembna senzorna organa za izogibanje strupenim in neužitnim snovem 
sta olfaktorni in gustatorni organ. Organ za zaznavanje vonja ali okusa so domnevno majhne 
tankostene dlačice oziroma dlačicam podobne strukture - pege. (Gregorc, 2008). 
Najpogosteje se tovrstne čutnice nahajajo na tipalnicah, v okolici ustne odprtine in distalnih 
segmentih sprednjih nog (Goodman, 2003 cit. po de Brito Sanchez, 2011). Na tipalnicah se 
nahaja organ voha v obliki ugreznjenih ali izbočenih čutnih ploščicah. Posamezna tipalnica 
delavke ima med 5000 do 6000 čutnih peg. V okolici ust ugreznjene dlačice poleg vonja 
zaznavajo še okus (Gregorc, 2008).  
 
Okus je ključnega pomena za preživetje čebel, saj z njim ločujejo med užitnimi in neužitnimi 
snovmi. Kljub temu pa je čebelje procesiranje gustatornih dražljajev znanstveno slabo 
preučeno. Predvidoma je okus ključen tudi pri znotraj družinskem prepoznavanju v temnem 
okolju panja. Gustatorna čutnica ima na vrhu značilno odprtino, skozi katero gustatorne 
substance vstopajo vanjo. V čutnici je 3 - 5 receptorskih celic (Mitchell in sod., 1999) in pa 
v večini primerov še en mehanoreceptor, ki se vzdraži ob premiku dlačic in omogoča 
lociranje vzdraženja in oceno gostote hrane (de Brito Sanchez, 2011). Na tipalnicah so 
gustatorne čutnice občutljivejše na saharozno raztopino (Haupt, 2004) v primerjavi z 
čutnicami ob ustih, kar kaže, da je osnovna vloga čutnic na tipalnicah lociranje potencialnih 
virov hrane (de Brito Sanchez, 2011). V občutljivosti in odzivu na saharozno raztopino se 
čebele znotraj panja močno razlikujejo (Page in sod., 2006), kar je upoštevano pri 
specializaciji vlog. Gustatorna čutnica je primarno posvečena percepciji sladkorjev, vendar 
lahko čebele zaznavajo tudi visoko koncentrirane grenke in slane raztopine (de Brito 
Sanchez, 2011). Obustni receptorji lahko zaznavajo tudi raztopine, ki jih čebele izločajo z 
regurgitacijo iz mednega želodčka (Goodman, 2003, cit. po de Brito Sanchez, 2011).  
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Glede na identifikacijo majhnega števila genov (10) za gustatorne receptorje nekateri 
raziskovalci sklepajo, da imajo čebele precej omejen repertoar okusov, posebej v primerjavi 
z vinskimi mušicami in komarji (Robertson in Wanner, 2006; Hill in sod., 2002). Ena izmed 
razlag je ta, da čebele nimajo tolikšne potrebe po gustatornih receptorjih za lociranje in 
prepoznavo hrane, saj jih medonosne rastlin z različnimi mehanizmi privabljajo in 
nagrajujejo za opraševanje. Prav tako naj čebele ne bi potrebovale sposobnosti detekcije in 
diskriminacije med številnimi sekundarnimi metaboliti in toksini rastlin, ter posledično 
razvoja dodatnih gustatornih receptorjev  (Robertson in Wanner, 2006). Zaenkrat funkcija 
posameznih gustatornih genov še ni znana. Tudi omejenost repertoarja gustatorne zaznave 
ni potrjena. Posamezen gen lahko namreč kodira različne receptorske proteine z 
alternativnim spajanjem, kar lahko znatno poveča gustatorno sposobnost čebel. Potem 
simultano vzdraženje parih receptorjev lahko generira kompleksen in bogat vzorec okušanja. 
Glede na to, da čebele potrebujejo poleg sladkorjev še številne druge spojine za svoje 
preživetje, se zdi logično, da je biologija okušanja čebel mnogo kompleksnejša kot kažejo 
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3 MATERIAL IN METODE  
 
3.1 TESTNE ŽIVALI  
 
Družine kranjskih čebel (Apis mellifera carnica, Pollman 1879), iz katerih so bili izbrani vsi 
naši testni osebki, so bile nastanjene in vzdrževane v panjih, v okolici Biotehniške fakultete, 
Univerze v Ljubljani. Po zagotovilih izkušenega oskrbnika panjev prof. dr. Janka Božiča, so 
bile čebele pred testiranjem v dobrem zdravstvenem stanju in brez simptomov bolezni.  
 
Izbiranje čebel za poskuse je potekalo v poletnem času leta 2017. Po pripravi raztopin smo 
znotraj istega panja z uporabo sesalnika naključno zbirali odrasle osebke in jih posamezno 
ali več naenkrat prenašali v testne kletke. Po priporočilih Organizacije za gospodarsko 
sodelovanje in razvoj (OECD) in njihovih Navodil za testiranje kemikalij (OECD/OCDE 
1998), bi morali za naše poskuse izbrati le mlade čebele, stare največ 2 dni, vendar izvedba 
tega ni bila možna zaradi prezahtevnega postopka in pomanjkanja eksperimentalnih 
pripomočkov. Takoj po zbiranju smo začeli s poskusom in brez predhodnega stradanja, 
čebele izpostavili testnim snovem.  
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V prvem delu poletja, ko smo izvedli preliminarni test iskanja koncentracijskega območja  
(angl. 'Range – finding test') in poskuse z CuSO4, je bilo vreme za zbiranje primernejše, saj 
ni bilo padavin. Tudi paše je bilo dovolj, zato so bile čebele aktivnejše, lažje ulovljive in 
hkrati večkrat napadalne. Ob občutnejših napadih smo jih umirili z vodno razpršilko ali 
dimom. V poznejšem poletju, ko smo izvedli poskuse s cinkovim kloridom in saharozni test, 
so bile padavine pogostejše, temperature so bile nižje in paša občutno slabša. Čeprav smo 
zbiranje izvedli ob sončnem dnevu, so bile čebele manj aktivne in le redko zapustile 
notranjost panja. Posledično je zbiranje trajalo dlje časa, vendar brez večjih napadov čebel.  
Skupno je bilo za teste zbranih 1172 čebel. 
 
3.2 PRIPRAVA POSKUSOV  
 
3.2.1 Priprava raztopin 
 
Pred pripravo poskusnih raztopin smo na začetku vedno pripravili dovolj 50 % saharozne 
raztopine, ki je služila kot kontrolna raztopina in kot topilo za poskusne raztopine. Izmed 
poskusnih raztopin smo najprej pripravili raztopino z največjo koncentracijo CuSO4 (Merck, 
Nemčija) oziroma ZnCl2 (Kemika, Hrvaška). Največjo koncentracijo CuSO4 oziroma ZnCl2 
smo potem z 50 % saharozno raztopino redčili do vseh prej določenih želenih koncentracij. 
Med posameznimi redčenji smo novo pripravljene raztopine dobro pretresli na vorteksu. 
Raztopino z največjo koncentracijo (izhodna raztopina) smo praviloma pripravili le na 
začetku poskusa, končne raztopine pa sproti po potrebi. Končne raztopine smo shranjevali v 
hladilniku pri približno 4 °C.  
 
3.2.2 Testne kletke in posode  
 
Pri 10 dnevnih kroničnih testih hranjenja čebel s saharoznimi raztopinami CuSO4 in ZnCl2 
in pri saharoznem testu smo uporabili kletke (4 cm x 6 cm x 2,5 cm), ki po članku Williams 
in sod. (2013) ustrezajo predpisanemu standardu za vzdrževanje odraslih čebel v in vitro 
pogojih. Kletke so iz lesenega ohišja in ob straneh imajo kovinsko mrežico in steklo. 
Kovinska mrežica zagotavlja pasivno ventilacijo kletke, steklo pa omogoča boljše 
opazovanje čebel. Na vrhu kletke sta izrezani dve luknji za brizge, preko katerih smo 
čebelam dovajali vodo in saharozno raztopino. Dno kletke smo pokrili s plutovino in jo za 
vsak poskus posebej tudi zamenjali s svežo. Prav tako smo za vsak posamezen poskus očistili 
notranjost kletke in stekla.   
 
Za test izbire smo uporabili prozorne plastične posode. Uporabili smo enak testni sistem, kot 
v doktorskem delu Monike Kos (slika 8, str. 62). Na pokrovu plastične posode smo izžgali 
tri luknje za brizge in sicer dve za dovajanje hrane in ene za vodo. Posodo smo z iglo večkrat 
prebodli, da smo tudi tu zagotovili pasivno ventilacijo. Po koncu vsakega poskusa smo 
posode zavrgli.  
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Kot hranilnike s poskusnimi raztopinami smo uporabljali 5ml brizge, katerim smo odstranili 
del konice in s tem omogočili čebelam dostop do raztopine. Dostop do diklorirane vode smo 
jim zagotovili preko manjših 2ml brizg z odrezanimi konicami.  
 
 
Slika 2: Testna kletka uporabljena za 10 dnevni kronični test 
 
3.3 SPLOŠNA ZASNOVA POSKUSA  
 
Poskus je bil zasnovan celovito in sicer tako, da smo obe testni snovi (CuSO4, ZnCl2) testirali 
na način s katerim smo želeli ugotoviti čim več možnih učinkov, ki jih imata testni snovi na 
čebele. Zanimal nas je vpliv na stopnjo preživetja, stopnjo prehranjevanja in spremembo 
vedenja ob kronični izpostavitvi, kar smo testirali z 10-dnevnim kroničnim testom hranjenja 
s saharozno raztopino CuSO4 in ZnCl2. Da smo izbrali primerne koncentracije testnih snovi, 
ki potencialno pokažejo razliko med poskusnimi skupinami, smo predhodno izvedli test 
iskanja koncentracijskega območja. Izvedli smo tudi test izbire, s katerim smo želeli raziskati 
sposobnost čebel za zaznavo testnih snovi ter zanje ugotoviti morebitno preferenco ali 
averzijo. Ob koncu smo izvedli še saharozni test, kot poskus razlage dobljenih rezultatov 
testa izbire.  
 
3.3.1 Test iskanja koncentracijskega območja  (angl. 'Range – finding test') 
 
Test iskanja koncentracijskega območja je bil preliminaren poskus, kjer smo ugotavljali 
okvirno koncentracijsko območje za posamezne testirane snovi, da ugotovimo, pri kateri 
koncentraciji se smrtnost približa 100 % in pri kateri začnejo umirati. Koncentracije za test 
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iskanja koncentracijskega območja smo izbrali na podlagi dosedanje literature o kronični 
strupenosti bakrovega sulfata in cinkovega klorida na medonosne čebele (Bounias in sod., 
1995; Milivojević in sod., 2015). Za vsako kovino smo izbrali 4 različne koncentracije in 
sicer za CuSO4: 0 (kontrola), 1mM, 2 mM, 3 mM; za ZnCl2: 0 (kontrola), 5 mM, 10 mM, 15 
mM. Poskus smo, po predpripravi raztopin, začeli okoli poldneva 30. 5. 2017 z zbiranjem 
čebel. Za posamezne koncentracije nismo delali ponovitev, saj smo rabili le okvirno 
koncentracijsko območje. Skupno smo napolnili 8 kletk po 15-20 čebel na kletko. Sam 
postopek poskusa je z izjemo opisanih odstopanj enak 10 dnevnemu kroničnemu testu, kateri 
je podrobneje razložen v nadaljevanju. 
 
3.3.2 10-dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega 
sulfata in cinkovega klorida  
 
Princip kroničnega testa je hranjenje čebel s 50 % saharozno raztopino, ki vsebuje testno 
snov, čez obdobje 10 dni (OECD/OCDE 1998). Pri izvedbi kroničnih testov smo upoštevali 
priporočila OECD/OCDE (1998). Izbrane koncentracije za naše testne snovi smo določili 
glede na preliminarni test iskanja koncentracijskega območja. Izbrali smo naslednje 
koncentracije, za katere smo pričakovali, da bodo odstopale od kontrole in hkrati ne bodo 
povzročile previsoke smrtnosti, za CuSO4: 0 (kontrola), 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM; 
in za ZnCl2: 0 (kontrola), 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM. Za vsako koncentracijo smo izvedli 
3 paralelke in za vsako paralelko smo zbrali med 10-15 čebel. Testni snovi  smo testirali 
posebej in sicer smo poskus z bakrom začeli 10. 7. 2017, poskus s cinkom pa 28. 8. 2017. 
Med obdobjem 10 dni smo dnevno spremljali smrtnost čebel, količino zaužite hrane in 
opazovali njihovo vedenje. Poginule čebele smo dnevno odstranjevali iz kletk. Podatke o 
količini zaužite hrane smo pridobili z dnevnim tehtanjem in računanjem razlik v masi brizg. 
Pri opazovanju vedenja smo si redno zapisovali vse vedenjske spremembe. Poskus je potekal 
v inkubatorju (Heratherm Incubator, Združene države Amerike), ki je čebelam zagotavljal 
temo, konstantno temperaturo 24 °C in visoko relativno vlažnost (približno 60 %). Izven 
inkubatorja so bile čebele le v času dnevnih meritev, ki praviloma niso trajale dlje od ene 
ure.  
 
Po priporočilih OECD/OCDE 1998 smo kot dodatek kroničnemu testu izvedli še test 
evaporacije, s katerim smo preverili koliko raztopine v brizgi v eksperimentalnih razmerah 
izhlapi. Tri kletke smo zato s polnimi in stehtanimi brizgami v inkubatorju hranili 72 ur. Če 
je pri ponovnem tehtanjem brizg po testu prišlo do razlike smo to upoštevali tudi pri vseh 
ostalih testih.   
 
3.3.3 Test izbire  
 
S testom izbire smo raziskovali, kako se čebele hranijo na dveh različnih virih in na podlagi 
rezultatov ugotavljali preferenco oziroma averzijo do snovi, ki smo jih testirali.  
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Naš prvi test izbire smo 20. 7. 2017 izvedli z CuSO4. Pripravili smo enake koncentracije 
raztopin, kot smo jih testirali pri 10 dnevnem kroničnem testu. Po 15-20 čebel smo tokrat 
zbrali v zgoraj opisanih plastičnih škatlah z dvema večjima brizgama. V eni od obeh je vedno 
bila 50 % saharozna raztopina (kontrola), v drugi pa je bila vedno ena izmed naslednjih 
koncentracij CuSO4: 0 (kontrola), 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM. Vsaka kombinacija 
raztopin je imela 3 paralelke. Poskus je trajal približno 24h in tudi tokrat so bile čebele 
hranjene v zgoraj omenjenem inkubatorju. Pred in po poskusu smo brizge stehtali in 
izračunali koliko določene raztopine so čebele pojedle. Rezultate smo preračunali na 
posamezno čebelo. Popolnoma enako smo 13. 9. 2017 izvedli še test s ZnCl2, uporabili smo 
enake koncentracije raztopin cinkovega klorida kot pri kroničnem testu in sicer: 0 (kontrola), 
0.5 mM, 1mM, 2mM, 4mM.  
 
3.3.4 Saharozni test  
 
Test z različnimi koncentracijami saharoze smo naredili naknadno 14. 9. 2017 kot poskus 
razlage dobljenih rezultatov. Zanimalo nas je, če čebele, ki se hranijo z manj sladko 
raztopino, pojedo večje količine od tistih, ki se hranijo na bolj sladki raztopini. Za test smo 
pripravili naslednje koncentracije: 12,5 %, 25 %, 37,5 % , 50 % saharozne raztopine in 
nabrali po 10-20 čebel v vsako od 12 kletk. Uporabili smo enake kletke, brizge in inkubator, 
kot pri kroničnem testu. Vsako koncentracijo saharozne raztopine smo testirali v treh 
paralelkah. Brizge z raztopinami smo stehtali pred in po poskusu, ki je trajal približno 24 ur. 
Iz razlike v masi brizg smo izračunali, koliko raztopine so čebele pojedle. 
 
3.4 ANALIZA REZULTATOV  
 
Vse dobljene meritve smo urejali in preračunavali v računalniškemu programu Microsoft 
Excel.  
 
Za test iskanja koncentracijskega območja smo posamezne meritve smrtnosti preračunali in 
prikazali kot odstotke preživelih čebel na posamezen dan. Čez vikend nismo izvajali meritev, 
zato nam manjkajo podatki za četrti in peti dan poskusa. V grafični predstavitvi smo rezultate 
posledično izrazili na tri dni in ne dnevno, kot je to bila praksa pri nadaljnjih poskusih. 
 
Pri 10 dnevnem kroničnem testu hranjenja z CuSO4 in ZnCl2 smo posamezne podatke o 
smrtnosti preračunali na povprečja odstotkov preživelih čebel za tri paralelke iste testne 
skupine, ki smo jih predstavili v grafu po posameznih dnevih. Za odstotke preživelih ob 
koncu poskusa smo za vse testne skupine  izračunali še mediane, minimume in maksimume 
in jih predstavili  v grafu kot škatle z brki. Za primerjavo smrtnosti med kontrolo in določeno 
testno skupino smo uporabili Log-rank test in ga izvedli s sledečim spletnim orodjem: 
https://www.evanmiller.org/ab-testing/survival-curves.html. S pomočjo tega smo določili 
tudi NOEC (najvišja koncentracija brez opaznega učinka) in LOEC (najnižja koncentracija 
z opaznim učinkom). Za izračun povprečne smrtne koncentracije (LC50) smo naredili Probit 
analizo z računalniškim orodjem prof. Alpha Raj (http://probitanalysis.blogspot.si/). Pri 10 
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dnevnem kroničnem testu hranjenja smo podrobneje spremljali in analizirali tudi stopnjo 
prehranjevanja. Podatke, ki smo jih pridobili z dnevnim tehtanjem polnih in praznih brizg 
smo preračunali na posamezno čebelo. Za dnevni prikaz stopnje prehranjevanja smo 
izračunali in uporabili povprečja paralelk posameznih testnih skupin. Zraven tega smo 
izračunali še koliko je posamezna čebela v določeni testni skupini pojedla skupno v desetih 
dneh. Za te podatke smo izračunali mediane, minimume in maksimume ter jih prikazali v 
grafu kot škatle z brki. Za primerjavo stopnje prehranjevanja smo uporabili neparametrična 
Kruskall-Wallis in MannWhitney test. Testa smo izvedli s spletnima orodjema: 
http://mathcracker.com/kruskal-wallis.php in 
http://www.socscistatistics.com/tests/mannwhitney/Default2.aspx. V sklopu kroničnih 
poskusov smo spremljali in beležili še posebna vedenja, katera so morebiti kazala znake 
zastrupitve. Opažena vedenja smo v glavnem predstavili v opisni obliki. Dodatno smo s 
pomočjo različnih barv v preglednici prikazali še variabilnost izrazitosti in pogostosti 
opisanih vedenj. 
 
Pri testu izbire smo podatke, pridobljene s tehtanjem pred in po poskusu, tudi preračunali na 
posamezno čebelo. Za paralelke iste testne skupine smo izračunali mediano, minimume in 
maksimume. Za primerjavo med različnimi testnimi skupinami smo uporabili tako 
parametrični t test, kot tudi neparametrični Mann Whitney test, ki je primernejši zaradi 
majhnega števila paralelk. T test smo naredili z orodjem, ki ga ponuja program Excell, 
medtem ko smo Man Whitney test izvedli s pomočjo spletnega orodja: 
http://www.socscistatistics.com/tests/mannwhitney/Default2.aspx. Rezultate saharoznega 
testa smo preračunali na posamezno čebelo in prikazali kot škatle z brki, glede na izračunane 
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4 REZULTATI  
 
4.1 TEST ISKANJA KONCENTRACIJSKEGA OBMOČJA  (angl. 'RANGE – 
FINDING TEST') 
 
Test iskanja koncentracijskega območja je bil naš preliminarni poskus, katerega glavni 
namen je bil pridobitev podatkov, ki so nam v grobem predstavili odziv čebel na določene 
koncentracije testnih snovi. Testirali smo okvirno koncentracijsko območje za posamezne 
testirane snovi, da ugotovimo, pri kateri koncentraciji testnih snovi se smrtnost čebel približa 
100 % in pri kateri najnižji beležimo smrtnost po 10 dnevni izpostavitvi čebel. Na podlagi 
rezultatov tega testa smo potem lahko izbrali ustrezne testne koncentracije za glavni 10 
dnevni kronično-toksični test. Čez vikend nismo izvajali meritev, zato nam manjkajo podatki 
za četrti in peti dan poskusa. V grafični predstavitvi na Sliki 4 smo rezultate posledično 
izrazili na tri dni in ne dnevno, kot je to bila praksa pri nadaljnjih testih. Z samo enim 
preliminarnim testom smo zadovoljivo ugotovili primerno koncentracijsko območje 
testiranih snovi. Koncentracije za CuSO4 smo glede na rezultate zadovoljivo dobro zadeli, 
koncentracije ZnCl2 pa nekoliko manj. Ker je naš namen raziskava subletalnih učinkov 
kovin, smo želeli da naše koncentracije pokažejo odstopanje od kontrole, vendar ne 
povzročijo previsoke  smrtnosti po 10 dnevih. Rezultati za CuSO4 kažejo, da je bila naša 
najvišja koncentracija (3 mM) previsoka, medtem ko je srednja koncentracija (2 mM) ravno 
ustrezala našim pogojem maksimalne koncentracije za nadaljnja testiranja. Pri ZnCl2 smo 
izbrali očitno previsoke koncentracije, saj je tudi najnižja koncentracija (5 mM) po koncu 
testa povzročila pogin vseh čebel. Posledično smo glede na krivuljo grafa izbrali 
koncentracijo (4 mM) za nadaljnji maksimum.  
 
 
Slika 3: Stopnja preživetja pri testu iskanja koncentracijskega območja po dnevih. Stopnja preživetja v 
odstotkih (%) pri tretiranju z različnimi koncentracijami bakrovega sulfata (CuSO4) in cinkovega klorida 
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4.2 10 DNEVNA KRONIČNA TESTA HRANJENJA ČEBEL S SAHAROZNO 




Z 10 dnevnim kroničnim testom smo spremljali preživetje čebel ob izpostavitvi naraščajočim 
koncentracijam CuSO4 in ZnCl2 (Preglednica 1).   
 
Že grafični prikazi rezultatov (Slika 5 in 6) nazorno nakazujejo, da se z višanjem 
koncentracije obeh testnih snovi stopnja preživetja znižuje. Omenjeni trend smo testirali z 
log-rank testom (p>0.05) in ugotovili, da se stopnja preživetja čebel, ki so bile izpostavljene 
vsem koncentracijam CuSO4, statistično značilno razlikuje od kontrolne skupine. CuSO4, 
torej vpliva na preživetje čebel že pri najnižji testirani koncentraciji. Najnižjo koncentracijo 
z opaznim učinkom (LOEC; angl. 'lowest observed effect concentration') smo zato določili 
pri 0.25 mM CuSO4, medtem ko najvišje koncentracije brez učinka (NOEC; angl. 'no 
observed effect concentration') v tem primeru ni možno določiti. Za določitev te 
koncentracije, ki se nahaja nekje med 0 in 0.25 mM CuSO4, bi bile potrebne nadaljnje 
raziskave znotraj tega ranga.  
 
Pri ZnCl2 je statistična analiza preživetja (log-rang test; p>0.05) pokazala, da se stopnja 
preživetja čebel, ki so bile izpostavljene najnižji koncentraciji (0.5 mM) signifikantno ne 
razlikujejo od kontrolne skupine. Za višje koncentracije smo pričakovano potrdili 
signifikantno razliko in s tem dokazali vpliv ZnCl2 na preživetje čebel, pri koncentracijah 
enakih ali višjih od 1 mM ZnCl2. Posledično smo za LOEC določili koncentracijo 1 mM 
ZnCl2, NOEC pa 0.5 mM ZnCl2. 
 
Iz grafov (Slika 5 in 6) je poleg omenjenega trenda razbrati tudi razliko v delovanju obeh 
testnih snovi na preživetje. Čeprav po 10 dneh obe snovi pri najvišjih koncentracijah 
povzročita podobno stopnjo smrti (v povprečju ~80 %), se ta pri CuSO4 poviša veliko prej, 
narašča pa počasneje in bolj konstantno. Medtem, ko so po petem dnevu izpostavitve najvišji 
koncentracije ZnCl2 (4 mM) še skoraj vse čebele žive, se najvišja koncentracija CuSO4 (2 
mM) že krepko približa vrednosti 50 %. Po 6 dnevu se učinek 4mM ZnCl2 močno poveča in 
do konca poskusa v povprečju preživi le še 20 % čebel.  Podobne razlike lahko opazimo tudi 
pri srednjih in nižjih koncentracijah obeh testnih snovi, s tem da so nakloni krivulj manjši in 
ob koncu poskusa ne dosegajo tako nizkih stopenj preživetja.  
 
Z uporabo probit analize smo za obe testni snovi določili še srednjo letalno koncentracijo 
(LC50; angl. 'median lethal concentration'). Srednja letalna koncentracija je statistično 
izračunana koncentracija snovi, pri kateri do konca poskusnega obdobja pogine polovica 
testiranih organizmov. Koncentracija CuSO4, ki povzroči smrt polovice testiranih osebkov 
v desetih dneh je 0.95 mM CuSO4 (0.519;1.739 sta meji 95 % intervala zaupanja).  Izračunan 
10-dnevni LC50 za ZnCl2 je 2.168 mM ZnCl2 (1.468 in 3.203 sta meji 95 % intervala 
zaupanja). 
 19 
Benko G. Vpliv subletalnih koncentracij kovin na vedenje kranjske čebele.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2018 
  
Preglednica 1: 10 dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega sulfata in cinkovega 
klorida. Prikaz števila živih čebel na začetku (Z), število poginulih po dnevih in število preživelih po koncu 
poskusa (K) pri posameznih paralelkah testiranja z A) bakrovim sulfatom in s B) cinkovim kloridom. Kontrola: 
skupina čebel, ki ni bila izpostavljena kontaminirani saharozni raztopini. 
A  Z 1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan 8.dan 9.dan 10.dan K  
Kontrola 1  12        2   10 
Kontrola 2  10           10 
Kontrola 3  11           11 
CuSO4 0.25mM (1) 10 1   1   1    7 
CuSO4 0.25mM (2) 10     1 1  2   6 
CuSO4 0.25mM (3) 12   1        11 
CuSO4 0.5mM (1) 12    1    1 1  9 
CuSO4 0.5mM (2) 11          3 8 
CuSO4 0.5mM (3) 10   2 3 1  1   1 2 
CuSO4 1mM (1) 11 1    3   2  1 4 
CuSO4 1mM (2) 10   1 1    1   7 
CuSO4 1mM (3) 12  1    1  3 1  6 
CuSO4 2mM (1) 12   4  2   1 3  2 
CuSO4 2mM (2) 11  1 1 2 2  2  1  2 
CuSO4 2mM (3) 11    2 1 1 1 1 1 1 3 
B  Z 1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan 8.dan 9.dan 10.dan K 
Kontrola 1  12           12 
Kontrola 2  12           12 
Kontrola 3  13           13 
ZnCl2 0.5mM (1) 12          1 11 
ZnCl2 0.5mM (2) 14          1 13 
ZnCl2 0.5mM (3) 12           12 
ZnCl2 1mM (1) 11       1 1 2 1 6 
ZnCl2 1mM (2) 15 1 1         13 
ZnCl2 1mM (3) 13           13 
ZnCl2 2mM (1) 15        1 4  10 
ZnCl2 2mM (2) 14     1  2 1 2 1 7 
ZnCl2 2mM (3) 13        1 2  10 
ZnCl2 4mM (1) 14     1 1 1 3 3  5 
ZnCl2 4mM (2) 14    1   1 4 3 4 1 
ZnCl2 4mM (3) 16      1 4 2 5 2 2 
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Slika 4: 10 dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega sulfata in cinkovega klorida. 
Prikaz učinka različnih koncentracij A) bakrovega sulfata in B) cinkovega klorida na preživetje medonosne 
čebele. Vsaka točka predstavlja povprečen odstotek preživelih čebel na določen dan poskusa, brki pa 
predstavljajo standardno napako od povprečja. Kontrola: skupina čebel, ki ni bila izpostavljena kontaminirani 
saharozni raztopini. Oznaka n: število osebkov v posamezni skupini na začetku poskusa. Za vsako posamezno 
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Slika 5: 10 dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega sulfata in cinkovega klorida. 
Prikaz odstotka živih čebel na koncu 10 dnevnega poskusa z A) bakrovim sulfatom in B) cinkovim kloridom. 
Kontrola: skupina čebel, ki ni bila izpostavljena kontaminirani saharozni raztopini. Oznaka n: število testiranih 
osebkov v posamezni skupini na začetku poskusa.  Posamezna skupina predstavlja 3 paralelke. Maksimalna in 
minimalna vrednost sta označeni z brki, mediano predstavlja ločnica med oranžno in sivo škatlo. Oranžna 
škatla prikazuje razliko med mediano in prvim kvartilom (Q1), siva škatla pa razliko med tretjim kvartilom 
(Q3) in mediano. Zvezdice (*) predstavljajo statistično značilno razliko od kontrole (log-rank test; p>0.05). Pri 
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Stopnjo prehranjevanja smo spremljali dnevno s tehtanjem brizg (Preglednica 2). Rezultate 
smo preračunali na posamezno čebelo in podali grafični prikaz dnevnih povprečij posamezne 
skupine. Test evaporacije smo izvedli v 3 paralelkah, ki so bile v inkubatorju 3 dni. 
Evaporacije nismo zaznali v nobenem primeru. Grafi prikazani na Sliki 7 nakazujejo, da 
nobena od testnih snovi ne vpliva na stopnjo prehranjevanje čebel pri nobeni od uporabljenih 
koncentracij. Pri obeh testnih snoveh, še posebej pri ZnCl2, je v grafu moč opaziti visok vrh 
prehranjevanja pri prvem dnevu merjenja. Grafični prikaz rezultatov na Sliki 8 prikazuje 
koliko je posamezna čebela pojedla skupno v 10 dneh. Zaradi majhnega števila ponovitev 
so prikazani mediane, minimumi in maksimumi, ki so nazorno prikazali veliko variabilnost 
rezultatov pri obeh testnih snoveh. Graf A na sliki 8 kaže podobnost poskusnih koncentracij 
CuSO4 s kontrolnimi, kar smo kasneje potrdili tudi s statistično analizo, ki ni pokazala 
signifikantnih razlik (Kruskall-Wallis, post hoc Mann-Whitney U test p<0,05). Na grafu B 
na sliki 8 je variabilnost rezultatov  manjša in kaže se zanimivi trend, saj se pri nizkih 
koncentracijah ZnCl2 kumulativni privzem poviša glede na kontrolo, pri visokih pa precej 
zniža. Statistična analiza je našo domnevo zavrgla, saj med kontrolo in testnimi skupinami 
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Preglednica 2: 10 dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega sulfata in cinkovega 
klorida. Povprečna konzumacija raztopin A) bakrovega sulfata, B) cinkovega klorida in kontrole na čebelo po 
posameznih dnevih [mg/čebelo] in kumulativen privzem (vsota)  [mg/čebelo] po 10 dneh za vsako ponovitev. 
Kontrola: skupina čebel, ki ni bila izpostavljena kontaminirani saharozni raztopini.  
A  1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan 8.dan 9.dan 10.dan vsota 
Kontrola 1  58,33 25,00 33,33 41,67 33,33 58,33 33,33 41,67 40,00 20,00 385,00 
Kontrola 2  50,00 20,00 60,00 40,00 50,00 50,00 40,00 40,00 30,00 30,00 410,00 
Kontrola 3  63,64 36,36 45,45 45,45 54,55 45,45 36,36 36,36 45,45 45,45 454,55 
CuSO4 0.25mM (1) 40,00 11,11 44,44 44,44 37,50 37,50 37,50 28,57 42,86 28,57 352,50 
CuSO4 0.25mM (2) 60,00 20,00 40,00 40,00 40,00 55,56 62,50 37,50 33,33 33,33 422,22 
CuSO4 0.25mM (3) 66,67 33,33 50,00 54,55 54,55 45,45 45,45 45,45 45,45 36,36 477,27 
CuSO4 0.5mM (1) 50,00 33,33 41,67 50,00 27,27 54,55 45,45 45,45 40,00 33,33 421,06 
CuSO4 0.5mM (2) 45,45 45,45 36,36 45,45 45,45 54,55 27,27 54,55 36,36 27,27 418,18 
CuSO4 0.5mM (3) 60,00 50,00 60,00 25,00 60,00 75,00 50,00 66,67 66,67 0,00 513,33 
CuSO4 1mM (1) 45,45 50,00 40,00 50,00 40,00 42,86 42,86 28,57 60,00 40,00 439,74 
CuSO4 1mM (2) 60,00 40,00 40,00 33,33 37,50 37,50 25,00 37,50 42,86 28,57 382,26 
CuSO4 1mM (3) 66,67 33,33 63,64 45,45 45,45 36,36 40,00 30,00 28,57 66,67 456,15 
CuSO4 2mM (1) 50,00 41,67 58,33 37,50 37,50 50,00 33,33 33,33 20,00 0,00 361,67 
CuSO4 2mM (2) 63,64 63,64 50,00 44,44 42,86 100,00 40,00 33,33 33,33 0,00 471,24 
CuSO4 2mM (3) 36,36 27,27 45,45 27,27 44,44 25,00 28,57 50,00 20,00 25,00 329,38 
B  1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan 8.dan 9.dan 10.dan vsota 
Kontrola 1  66,67 33,33 25,00 25,00 41,67 33,33 41,67 33,33 25,00 50,00 375,00 
Kontrola 2  61,54 41,67 33,33 41,67 33,33 41,67 50,00 58,33 41,67 66,67 469,87 
Kontrola 3  46,15 38,46 30,77 38,46 30,77 46,15 38,46 46,15 30,77 53,85 400,00 
ZnCl2 0.5mM (1) 75,00 25,00 33,33 50,00 50,00 41,67 66,67 58,33 50,00 66,67 516,67 
ZnCl2 0.5mM (2) 85,71 35,71 28,57 28,57 42,86 35,71 35,71 50,00 28,57 42,86 414,29 
ZnCl2 0.5mM (3) 91,67 33,33 41,67 41,67 41,67 50,00 58,33 50,00 50,00 50,00 508,33 
ZnCl2 1mM (1) 81,82 27,27 27,27 27,27 45,45 27,27 36,36 30,00 22,22 28,57 353,52 
ZnCl2 1mM (2) 60,00 35,71 69,23 38,46 38,46 53,85 38,46 53,85 53,85 46,15 488,02 
ZnCl2 1mM (3) 84,62 23,08 38,46 46,15 46,15 46,15 30,77 61,54 30,77 46,15 453,85 
ZnCl2 2mM (1) 66,67 33,33 26,67 33,33 33,33 26,67 33,33 33,33 7,14 30,00 323,81 
ZnCl2 2mM (2) 71,43 21,43 21,43 28,57 28,57 23,08 23,08 27,27 20,00 37,50 302,36 
ZnCl2 2mM (3) 76,92 23,08 30,77 46,15 38,46 46,15 38,46 38,46 33,33 20,00 391,79 
ZnCl2 4mM (1) 71,43 28,57 14,29 42,86 21,43 30,77 25,00 36,36 12,50 20,00 303,20 
ZnCl2 4mM (2) 57,14 21,43 7,14 14,29 38,46 15,38 30,77 16,67 12,50 20,00 233,78 
ZnCl2 4mM (3) 68,75 18,75 12,50 18,75 31,25 18,75 26,67 18,18 11,11 25,00 249,71 
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Slika 6: 10 dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega sulfata in cinkovega klorida. 
Stopnja prehranjevanja posamezne čebele na posamezen dan pri različnih koncentracijah A) bakrovega sulfata 
in B) cinkovega klorida. Vsaka točka predstavlja povprečje 3 paralelk za posamezno testno skupino. Kontrola: 
skupina čebel, ki ni bila izpostavljena kontaminirani saharozni raztopini. Oznaka n: število testiranih osebkov 
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Slika 7: 10 dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega sulfata in cinkovega klorida. 
Povprečen kumulativen privzem testne snovi za posamezno čebelo v 10 dneh pri različnih koncentracijah A) 
bakrovega sulfata in B) cinkovega klorida. Kontrola: skupina čebel, ki ni bila izpostavljena kontaminirani 
saharozni raztopini. Oznaka n: število testiranih osebkov v posamezni skupini na začetku poskusa. Posamezna 
skupina predstavlja 3 paralelke. Maksimalna in minimalna vrednost sta označeni z brki, mediano predstavlja 
ločnica med oranžno in sivo škatlo. Oranžna škatla prikazuje razliko med mediano in prvim kvartilom (Q1), 
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Med meritvami opisanih parametrov smo opazovali tudi vedenje čebel in si beležili vse 
videne posebnosti. V prvih dneh poskusa z CuSO4 smo v številnih kletkah opazili iztrebke 
(v Preglednici 3, označeno s črko D). Iztrebke smo pogosteje opazili pri testnih skupinah, 
vendar so se pojavljali tudi v kontrolni skupini. Po četrtem dnevu poskusa dodatnih iztrebkov 
nismo zasledili. Občutno manj iztrebkov smo opazili pri poskusu s ZnCl2.  
 
V glavnem smo pri testiranju obeh testnih snovi opazili zelo podobna vedenja, ki nakazujejo 
na slabo zdravstveno stanje čebel. Spremenjena vedenja, ki smo jih najpogosteje opazili pri 
obeh testnih snoveh so: nekoordinirani gibi, ki vključujejo težave z ravnotežjem pri hoji, 
letenju in plezanju (v Preglednici 3, rumena barva). Težave z ravnotežjem smo pri 
posameznih čebelah nekaterih testnih skupin opazili že po drugem dnevu, do konca poskusa 
pa pri skoraj vseh testiranih čebelah. Nekoordinirani gibi so se praviloma stopnjevali v 
prevračanje na bok pri hoji in v padce na hrbet in bok pri letenju in plezanju (v Preglednici 
3, oranžna in rdeča barva). Čebele so se pri poskusu plezanja zelo pogosto ob steni upirale 
na zadek in intenzivno mahale s krili. Večinoma so bili poskusi neuspešni in so se končali s 
prevrnitvijo na bok. Do sedaj omenjene spremembe v vedenju so se občutno pogosteje in 
izrazitejše sicer pojavljale v testnih skupinah, smo jih pa v manjšem obsegu opazili tudi v 
kontrolnih skupinah. Večje težave so imele kontrolne skupine pri testu s cinkom. Naslednja 
stopnja vedenjskih sprememb, ki je po navadi nakazala bližajočo smrt prizadete čebele in je 
pri kontrolnih skupinah nismo opazili, je bila omejitev gibanja (v Preglednici 3, črna barva). 
Čebele so se takrat lahko le še plazile, s sprednjimi nogami vlekle abdomen, prevrnile na 
hrbet ali obležale na boku z minimalnim gibanjem okončin. Vsa opisana vedenja so bila 
prisotna pri testiranju tako z CuSO4 kot s ZnCl2. Vedenje, ki je bilo opaženo le pri testiranju 
s ZnCl2 je tresoča hoja, katere izrazitost se je s časom stopnjevala pri vseh testnih skupinah. 
Opazna je bila tudi v kontrolni skupini, vendar manj izrazito in pri manjšem številu čebel. 
Obstaja možnost, da je bila prisotna tudi pri testiranju z CuSO4, vendar smo jo zaradi 
pomanjkanja izkušenj spregledali.  
 
Razlike v izrazitosti in pogostosti omenjenih vedenj pri posameznih skupinah, smo v 
preglednici 3 za boljšo preglednost predstavili z različnimi barvami. Znotraj posamezne 
skupine se je vedenje čebel zelo razlikovalo. V začetnih dnevih poskusa je na primer le 
posamezna čebela kazala odstopanja od normalnega vedenja, medtem ko pri vseh ostalih 
nismo opazili nobenih posebnosti. V tem primeru smo skupino za določen dan v preglednici 
označili z rumeno barvo. Če so bile vedenjske spremembe opažene pri parih (2-4) čebelah 
in je šlo predvsem za težave z ravnotežjem, tresočo hojo pri cinkovem kloridu, smo to v 
preglednici označili z oranžno barvo. Z rdečo barvo smo označili skupine, v katerih je 
vedenjske spremembe kazala večina čebel z znaki nekoordiniranosti, s pogostimi padci in 
prevračanji. Prav tako so z rdečo označene variabilne skupine, v katerih je večina čebel 
kazala izrazito nekoordiniranost, posamezne čebele pa so že precej omejile gibanje in so se 
večinoma plazile ali celo obležale. Če je minimalno gibanje v skupini prevladovalo in so 
bile aktivne le še posamezne čebele, smo ga označili s črno barvo.  
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Preglednica 3: 10 dnevna kronična testa hranjenja čebel s saharozno raztopino bakrovega sulfata in cinkovega 
klorida. Prikaz izrazitosti in pogostosti spremenjenih vedenj z različnimi barvami pri čebelah tretiranih z A) 
bakrovim sulfatom in s B) cinkovim kloridom. Zelena: brez posebnosti; rumena: posamično oziroma izjemoma 
opažena nekoordiniranost; oranžna: pri parih čebelah (2-4) opažena občasna nekoordiniranost; rdeča: večina 
čebel kaže izrazite znake nekoordiniranosti; črna: večina čebel z omejenim gibanjem. D prikazuje opaženost 
iztrebkov.  
A  1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan 8.dan 9.dan 10.dan 
Kontrola 1 0 0 0 0 0 0 5 5 5 5 
Kontrola 2 0 0 0 D 0 0 0 0 0 5 
Kontrola 3 0 0 0 0 0 0 0 0 10 10 
CuSO4 0.25mM (1) D 0 0 0 5 5 5 5 5 10 
CuSO4 0.25mM (2)  0 0 0 5 10 10 10 15 15 
CuSO4 0.25mM (3) D 0 0 0 0 0 0 5 5 10 
CuSO4 0.5mM (1) D 0 0 D 0 0 5 10 10 15 
CuSO4 0.5mM (2) 0 0 0 0 5 5 10 10 10 15 
CuSO4 0.5mM (3) 0 5 10 10 15 15 15 15 20 20 
CuSO4 1mM (1) D 0 0 5 5 5 10 10 15 15 
CuSO4 1mM (2) D 0 10 10 10 10 15 15 15 15 
CuSO4 1mM (3) 0 0 0 0 0 5 10 10 15 15 
CuSO4 2mM (1) 0 0 0 5 5 10 10 15 15 20 
CuSO4 2mM (2) D 10 15 15 15 15 15 15 15 20 
CuSO4 2mM (3) 0 0 D 10 10 10 10 10 15 15 
 
B  1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan 8.dan 9.dan 10.dan 
Kontrola 1  D         
Kontrola 2      10 10 10 10 10 
Kontrola 3     D D 10 10 10 10 
ZnCl2 0.5mM (1)  D 5 10 10 10 10 15 15 15 
ZnCl2 0.5mM (2)    5 5 5 10 15 15 15 
ZnCl2 0.5mM (3)   5 5 5 5 10 10 15 15 
ZnCl2 1mM (1)  5 5 10 10 15 15 15 15 15 
ZnCl2 1mM (2)   D  5 5 10 10 15 15 
ZnCl2 1mM (3)    5 10 10 10 15 15 15 
ZnCl2 2mM (1)   5 10 10 15 15 15 15 15 
ZnCl2 2mM (2)   15 15 15 15 15 15 15 15 
ZnCl2 2mM (3)  10 10 10 10 15 15 15 15 15 
ZnCl2 4mM (1)   15 15 15 15 15 15 15 15 
ZnCl2 4mM (2)   10 15 15 15 15 15 15 20 
ZnCl2 4mM (3)   5 15 15 15 15 15 15 15 
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S preglednice lahko razberemo, da čebel v skoraj vseh testnih skupinah, z izjemo kontrole, 
do konca poskusa kažejo močne znake nekoordiniranosti. Pri dveh paralelkah testiranih z 
najvišjo koncentracijo CuSO4 je večina čebel zadnji dan obležala. Že dan prej se je podobno 
zgodilo s čebelami v paralelki s koncentracijo 0.5 mM CuSO4. Pri testiranju s ZnCl2 se je to 
zgodilo le pri eni paralelki najvišje koncentracije. Čeprav so rezultati ponovitev znotraj 
enakih koncentracij dokaj raznoliki, se vsaj pri testu s ZnCl2 opazi trend povečane izrazitosti 
in pogostosti vedenjskih motenj z večanjem koncentracije ZnCl2. Prve opazne vedenjske 
spremembe smo pri večini skupin že opazili tretji dan poskusa, ki so se koncentraciji 
primerno stopnjevale. Pri testu z CuSO4 so se prvi znaki pri večini pokazali kasneje in ni 
bilo jasno razbrati trenda večanja pojavnosti vedenjskih sprememb s povišano koncentracijo. 
Raznolikost med paralelkami je bila tukaj še posebej velika. Opazimo tudi ekstremne 
paralelke, ki močno odstopajo od ostalih pri isti koncentraciji (npr. CuSO4 0.5 mM (3), 
CuSO4 1 mM (2), CuSO4 2 mM (2)). 
 
4.3 TEST IZBIRE  
 
Pri tem poskusu smo čebelam dali na voljo 2 raztopini, med katerima so lahko prosto izbirale 
v času 24ur. Pred in po poskusu smo raztopine z brizgami stehtali in tako ugotovili koliko 
posamezne raztopine je pojedla določena skupina čebel. Rezultat smo še preračunali na 
posamezno čebelo, izračunali povprečje in standardno deviacijo, ter to prikazali v grafih na 
Sliki 9. Vsi modri stolpci v grafu prikazujejo kontrolo, torej 50 % saharozno raztopino, 
medtem ko oranžen stolpec predstavlja raztopino, ki je zapisana pri dnu stolpca.  
 
V grafih obeh testnih snovi je izrazita velikost standardne deviacije, kar nakazuje na visoko 
variabilnost podatkov. Pri primeru poskusa z CuSO4 so že na grafu razvidne majhne razlike 
med kontrolo in poskusno raztopino, ki so se tudi izkazale za statistično neznačilne pri vseh 
koncentracijah (t test). V grafu z rezultati za ZnCl2 so opazne že večje razlike med kontrolo 
in poskusno raztopino. Graf pri vseh koncentracijah nakazuje, da so se čebele raje odločale 
za raztopine s prisotnimi Zn2+. Še posebej izrazito veliko razliko in izjemoma majhno 
standardno deviacijo opazimo pri najnižji koncentraciji ZnCl2 (0.5 mM). Kljub temu nam 
tega statistično nedvomno ni uspelo dokazati. Za dokazovanje smo uporabili tako t test, kot 
Mann-Whitney U test. Za koncentracijo 0.5 mM je sicer t test pokazal statistično značilno 
razliko, vendar je ta manj primeren za tako majhno število paralelk. Bolj primeren 
neparametrični Mann-Whitney U test pa je pokazal, da razlika ni statistično značilna. 
Rezultat slednjega testa pa je ravno na meji statične neznačilnosti (p=0.0548; p<0.05). Tako 
t test kot Mann-Whitney U test sta za ostale koncentracije pokazala, da med kontrolo in 
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Slika 8: Povprečna teža konzumirane hrane pri testu izbire z različnimi koncentracijami A) bakrovega sulfata 
in B) cinkovega klorida izražena v mg/čebelo. Modri stolpci (kontrola) predstavljajo količino konzumirane 
saharozne raztopine brez testnih snovi. Oranžni stolpci (poskusna raztopina) predstavljajo količino 
konzumirane saharozne raztopine spodaj pripisanimi koncentracijami testne snovi. Pri kontroli oba stolpca 
predstavljata saharozno raztopino brez testnih snovi. Oznaka n: število testiranih osebkov v posamezni skupini 
na začetku poskusa. Posamezna skupina predstavlja 3 paralelke. Standardna deviacija je predstavljena z brki. 














Kontrola  0.25mM 0.5mM 1mM 2mM

































Kontrola 0.5mM 1mM 2mM 4mM





























Benko G. Vpliv subletalnih koncentracij kovin na vedenje kranjske čebele.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2018 
  
4.4 SAHAROZNI TEST  
 
Saharozni test smo izvedli kot poskus razlage testa izbire. Domnevali smo, da so čebele 
sposobne zaznati cink v raztopini in ena izmed razlag bi lahko bila tudi ta, da zaradi cinka 
zaznavajo raztopine manj sladko, kot dejansko so ter posledično kompenzirajo z 
konzumacijo večjih količin. Saharozni test nam je pomagal odkriti ravno to, ali čebele zares 
konzumirajo manj sladke raztopine v večjih količinah. 
 
Pri testu smo pri dveh paralelkah naredili eksperimentalno napako, zato je tu število paralelk 
še dodatno okrnjeno. Pri skupinama z 12,5 % in 37,5 % saharozno raztopino sta tako samo 
dve paralelki, pri ostalih dveh pa imamo tri paralelke. Konzumirano maso raztopin smo 
pridobili s tehtanjem brizg pred in po testu, ki je trajal približno 24 ur. Rezultate smo 
preračunali na posamezno čebelo, izračunali mediane, minimume, maksimume in narisali 
grafe.  Rezultati v obliki grafa na Sliki 10 do neke mere nakazujejo nižanje stopnje 
prehranjevanja, z višanjem koncentracije saharozne raztopine, vendar to statistično ni možno 




Slika 9: Masa konzumirane hrane pri različnih koncentracijah saharozne raztopine v mg/čebelo. Oznaka n: 
število testiranih osebkov v posamezni skupini na začetku poskusa. Pri skupinama z 12,5 % in 37,5 % 
saharozno raztopino smo izvedli 2 paralelki, pri skupinama z 25 % in 50 % saharozno raztopino pa 3 paralelke. 
Maksimalna in minimalna vrednost sta označeni z brki, mediano predstavlja ločnica med oranžno in sivo 
škatlo. Oranžna škatla prikazuje razliko med mediano in prvim kvartilom (Q1), siva škatla pa razliko med 
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5.1 10-DNEVNA KRONIČNA TESTA HRANJENJA ČEBEL S SAHAROZNO 
RAZTOPINO BAKROVEGA SULFATA IN CINKOVEGA KLORIDA 
 
5.1.1 Smrtnost  
 
Stopnja preživetja je bila pri vseh testiranih koncentracijah statistično značilno nižja od 
kontrole. Opazen učinek na preživetje čebel se torej pozna že vsaj pri 0.25 mM CuSO4 (oz. 
0.1 mM Cu), morebiti pa lahko tudi pri nižjih koncentracijah, ki jih nismo merili. Temu v 
prid priča tudi raziskava Ning Di s sod. (2016), kjer so zabeležili povečanje smrtnosti 
italijanskih medonosnih čebel (Apis mellifera ligustica) po kroničnem hranjenju z bakrovim 
diklorid hidratom (CuCl2 x H2O) pri raztopini, ki je vsebovala le 0.05 mM Cu. LC50 so za 
ličinke določili pri 0.11 mM Cu, za pašne čebele pa 1.13 mM Cu. Naša izračunana vrednost 
pade ravno vmes in sicer pri 0.38 mM Cu (oz. 0.95 mM CuSO4). Odstopanja v vrednostih 
so razumljiva, saj so bile testirane čebele različnih ras, z različnimi bakrovimi spojinami in 
v različnih razvojnih obdobjih. Pričakovano so ličinke nekoliko občutljivejše v primerjavi z 
našimi nekaj dni starimi čebelami. Vrednost za pašne čebele odstopa nekoliko bolj, saj je 
test v nasprotju z ostalimi čebelami potekal le 3 dni. Da bi poginila polovica čebel v krajšem 
času, je logično potrebna višja koncentracija.   
 
Do sedaj edini 10-dnevni kronični test hranjenja s saharozno raztopino ZnCl2 je bil narejen 
le z eno, razmeroma visoko koncentracijo 7.3 mM ZnCl2. Zanjo so dokazali, da statistično 
značilno zniža stopnjo preživetja, saj je po 10 dnevih preživelo le okoli 30 % testiranih čebel 
(Milivojević in sod., 2015). V naši raziskavi smo uspeli pokazati podobno za mnogo nižje 
koncentracije. Najnižja koncentracija, pri kateri je bilo statistično značilno odstopanje od 
kontrole, je bila 1 mM ZnCl2. Statistično značilnega znižanja stopnjo preživetja ni bilo 
opaziti le pri najnižji testirani koncentraciji 0.5 mM ZnCl2. 10-dnevni LC50 smo izračunali 
pri 2.17 mM ZnCl2, kar je v kolikor nam je znano, prva ocena tovrstne vrednosti izmerjene 
na čebelah za ZnCl2.  
 
Če primerjamo učinek CuSO4 in ZnCl2 opazimo, da je že glede na vrednost LC50 bakrov 
sulfat bolj strupen za čebele. Iz rezultatov smo med različnima kovinama razbrali tudi razliko 
v časovnem poteku zastrupljanja. CuSO4 je povzročil opazno povišanje smrtnosti že mnogo 
prej od ZnCl2. Razlika je morda posledica različnih mehanizmov delovanja kovin na čebele.  
 
Ključnega pomena je primerjava naših testiranih koncentracij z realnimi koncentracijami v 
okolju, saj šele to potrjuje relevantnost naših rezultatov. Koncentracije tako bakra, kot cinka 
v okolju močno variirajo in so odvisne od številnih dejavnikov. Glede na Uredbo o mejnih, 
opozorilnih in kritičnih emisijskih vrednostih nevarnih snovi v tleh, iz zakona o varstvu 
okolja je v Sloveniji določena mejna vrednost za baker v tleh pri 60 ppm oziroma 0.95 mM 
Cu (Uredba o mejnih ..., 1996). V naši raziskavi smo opazili učinek na preživetje čebel že 
pri 0.1 mM Cu, kar vzbuja precejšnjo skrb zlasti, če upoštevamo da so mejne vrednosti bakra, 
posebej na kmetijskih območjih, mnogokrat močno presežene (300 ppm oziroma 4.8 mM 
Cu). Zaskrbljujoči rezultati veljajo tudi za cink. Naša najnižja testirana koncentracija, ki je 
pokazala statistično značilno zmanjšanje preživetje je bila 1 mM ZnCl2 oziroma 0.48 mM 
 32 
Benko G. Vpliv subletalnih koncentracij kovin na vedenje kranjske čebele.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2018 
  
Zn, mejna vrednost v Sloveniji pa je določena pri 3.05 mM Zn. V kmetijski krajini znajo 
vrednosti cinka v tleh dosečti tudi 1200 ppm oziroma 18 mM Zn (Uredba o mejnih ..., 1996). 
Kljub razpoložljivim podatkom o koncentracijah v tleh ostaja vprašanje, kakšne so realne 
koncentracije s katerimi pridejo posamezne čebele efektivno stik preko rastlin, zraka in 
drugih virov. Poleg tega je potrebno upoštevati, da čebele zbirajo snovi v panju, ter jih s tem 
koncentrirajo v svojih telesih in produktih. V Sloveniji so pri raziskavah koncentracij cinka 
v propolisu določili vrednosti okoli 200 mg Zn/kg propolisa, kar znaša približno 3 mM Zn 




Glede na predhodne raziskave o prehranjevalnem vedenju na čebelah (Guiraud in sod., 1989; 
Ning Di in sod., 2016; Milivojević in sod., 2015) smo pri kroničnem tretiranju z CuSO4 
pričakovali zmanjšano, pri tretiranju s cinkovim kloridom pa povečano prehranjevanje. 
Statistično značilnih razlik v privzemu med kontrolo in koncentracijami obeh testnih snovi 
tudi po 10 dnevih pri nas ni bilo. V raziskavi Ning Di s sod. (2016) so že po dveh dnevih 
opazili učinek pri mnogo nižjih koncentracijah bakra. Nasprotujoči si rezultati so lahko 
posledica testiranja različnih ras čebel, verjetneje pa je ključna razlika v uporabi različnih 
bakrovih spojin. Morda k vplivu na prehranjevalno vedenje odločilno prispeva kloridni del 
CuCl2 x H2O, uporabljen v raziskavi Ning Di s sod. (2016). Pri testiranju cinka smo v naši 
raziskavi uporabili enako spojino (ZnCl2), kot so jo v Milivojević s sod. (2015), vendar v 
nižjih koncentracijah. Iz našega grafa (Slika 8B) je lepo razvidno, da se konzumacija niža z 
naraščajočo koncentracijo, vendar razlika še ni statistično značilna. Predvidevamo, da bi pri 
nekoliko višjih koncentracijah že dobili statistično značilno zmanjšanje konzumacije. Naši 
rezultati in predvidevanja torej nasprotujejo ugotovitvam predhodne raziskave (Milivojević 
in sod., 2015), ki je pri 7.3 mM cinkovega klorida pokazala povečanje konzumacije v 
primerjavi s kontrolo.  
 
5.1.3 Vedenje  
 
V prvih dneh smo tako pri poskusu z CuSO4 kot tudi s ZnCl2 opazili iztrebke, kar je precej 
nenavadno, da čebele praviloma iztrebljajo izven panja v letu. Iztrebke smo v manjši meri 
opazili pri tudi v kontrolnih skupinah, zato pojav težko pripišemo učinku testnih snovi. 
Predvidevamo, da je iztrebljanje stranski učinek za čebele stresnega začetka poskusa. 
Občutno manj iztrebkov je bilo pri poskusu s cinkovim kloridom, kar je lahko posledica 
slabše paše pred obdobjem testiranja ali morda posledica večje umirjenosti čebel med 
zbiranjem zaradi nižjih temperatur.  
 
Večina posebnih vedenj, ki so bila opažena med kroničnim poskusom so povezana z  
nekoordinirani gibi, kot so prevračanje, padci, nesposobnost plezanja, postavljanje na zadek 
ob steni in mahanje s krili. Zanimivo so bila v manjši meri prisotna tudi v kontrolnih 
skupinah. Odstopanja v kontrolnih skupinah pripisujemo posledici naključnega vzorčenja 
odraslih čebel, ki so lahko že starejše in imajo težave že zaradi same starosti. Večje težave 
so imele kontrolne skupine pri testu s cinkom, ki so bile najverjetneje v slabšem stanju zaradi 
slabe paše že pred poskusom. Proti koncu poskusa smo pri številnih čebelah opazili omejitev 
gibanja in vlačenje abdomna, kar ni bilo prisotno v kontrolnih skupinah in je opisano v 
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raziskavi Hurst s sod. (2014), kot tipično vedenje bolnih čebel. Predvidoma lahko omejitev 
gibanja predstavlja prihranitev metabolnih virov za nevtralizacijo zastrupitve.  
 
Med paralelkami enakih testnih skupin in tudi med čebelami znotraj iste kletke smo opazili 
velike razlike, kar kaže na veliko variabilnost v dovzetnosti za zastrupitev. Morda je ključno 
ravno to, da so zaradi naključnega izbiranja čebele različnih starosti in zato v različnem 
zdravstvenem stanju.  
 
5.2 TEST IZBIRE  
 
V raziskavi Glavan s sod. (2017) so s testom izbire pokazali, da čebele presenetljivo 
preferirajo cinkove nanodelce proti kontrolni saharozni raztopini. Po tem odkritju je ostalo 
odprto vprašanje, ali so za preferenco ključni cinkovi nanodelci (ZnO) ali se morda enako 
izkaže za cinkove ione, saj se le-ti v raztopinah odtapljajo od ZnO nanodelcev. Za razrešitev 
tega vprašanja smo v naši raziskavi ponovili test izbire s cinkovim kloridom. S t testom smo 
potrdili statistično značilno preferenco čebel za 0.5 mM raztopino s ZnCl2. Pri preostalih 
višjih koncentracijah sicer ni bilo statistično značilne razlike, vendar iz grafa razberemo 
vseeno veliko razliko v izbiri, ki kaže na preferenco raztopin s ZnCl2. Opazimo tudi 
naraščanje preference z naraščanjem koncentracije od 1 mM do 4 mM ZnCl2, kar so pri 
mnogo višjih koncentracijah opazili tudi v raziskavi Glavan s sod. (2017) na cinkovih 
nanodelcih.  
 
Razlag zakaj prihaja do preference cinkovih spojin je lahko več. Najbolj preprosta razlaga 
je ta, da čebele na nek način zaznavajo cinkove spojine oziroma del teh spojin. Zaenkrat ni 
znano, da bi lahko čebele okušale kovine in dosedanje raziskave kažejo bolj ali manj 
omejeno sposobnost gustatorne percepcije (de Brito Sanchez, 2011). Dejstvo pa je, da je 
gustatorna percepcija pri čebelah še preslabo raziskana za kakršnakoli izključevanja 
možnosti. Ena od možnih razlag je ta, da so zaradi prisotnosti cinka manj občutljive na 
saharozo, kot se je to pokazalo v primeru kinina (de Brito Sanchez, 2005) in zato »manj 
sladko« raztopino kompenzirajo z večjim vnosom. Za kinin so ugotovili, da prehaja 
membrano čutnice in inhibira odziv z nespecifično spremembo membranske lastnosti 
čutnega nevrona (Koyama in Kurihara, 1972). Morda podobno velja za cinkove ione. Vredno 
je omeniti, da smo tudi prvi dan kroničnega testa s ZnCl2 zabeležili zelo povišano stopnjo 
konzumacije, ki je razvidna iz grafa na Sliki 7B. Večji vnos je lahko prav gotovo tudi 
posledica vpliva cinkovih ionov na senzoriko čebele.  
 
Test izbire z CuSO4 ni pokazal statistično značilnih razlik med kontrolo in posameznimi 
koncentracijami in tudi z grafa ne gre razbrati kakšnih posebnih trendov. Čebele so se torej 
med kontrolo in testnimi koncentracijami bakrovega sulfata odločale slučajno. 
 
5.3 SAHAROZNI TEST  
 
S saharoznim testom smo želeli preveriti, če čebele res pojedo več raztopine, če bo ta manj 
sladka. Statistična analiza in validacija tega testa je okrnjena zaradi napake pri nastavitvi 
eksperimenta. Pri dveh skupinah smo pozabili odstraniti konico brizge, zato čebele do 
raztopine niso imele dostopa in so v teh kletkah vse poginile. Posledično ni bilo možno 
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izvesti nobenega relevantnega statističnega testa za ocenitev statistično značilnih razlik med 
poskusnimi skupinami. Zaradi opisane napake žal nismo dobili končnega odgovora, se pa iz 
grafa na Sliki 10 da razbrati, da so največ pojedle ravno najmanj sladko raztopino in najmanj 
najbolj sladko raztopino. Glede na to obstaja torej možnost, da če čebele zaradi prisotnosti 
cinkovih spojin okusijo saharozno raztopino, kot manj sladko, je bodo pojedle več in morda 
je ravno to razlog za opaženo preferenco raztopin s cinkovim spojinami. Pokazano je namreč 
bilo, da Zn2+ vpliva na ekscitabilnost nevronov in s tem na frekvenco akcijskih potencialov 
nevronov vrtnega polža Helix pomatia (Kovács in Erdélyi, 1995). Na podoben na način bi 
lahko vplival tudi na gustatorno percepcijo različnih koncentracij saharoze v raztopinah, pri 
čemer bi lahko posledično čebele zaznavale zaradi prisotnosti Zn2+ v saharozni raztopini le-
to manj ali bolj sladko, kar bi se lahko odražalo v povečanem ali zmanjšanem pitju takšne 
raztopine.  Za dokončno potrditev te hipoteze bi bila potrebna raziskava občutljivosti na 
saharozo s PER (proboscis extension reflex)  analizo ob predhodnem hranjenju z cinkovimi 
ioni ali pa uporaba elektro-fizioloških metod. Poleg tega je možno, da smo saharozni test 
delali predolgo, pri čemer  je bilo povečano pitje čebel nižjih koncentracij saharoze na račun 
energetskih potreb in ne več zaradi gustatorne percepcije. Vsekakor bi bilo potrebno narediti 
dodatni test, kjer bi čebele izbirale med 50 mM raztopino saharoze (kontrola) ter različnimi 
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6 SKLEP  
 
Rezultati naše raziskave predstavljajo novo pomembno informacijo o vplivu bakrovih in 
cinkovih spojin na medonosno čebelo. Ugotovitve lahko strnemo v naslednje sklepe:  
 
Kronično hranjenje čebel s saharoznimi raztopinami, ki vsebujejo med 0.25 – 2 mM CuSO4 
ali 1 – 4 mM ZnCl2 zmanjšuje njihovo preživetje. Preživetja se zmanjšuje v skladu z 
višanjem koncentracij. LC50 smo za CuSO4 določili pri 0.95 mM, LOEC pri 0.25 mM, NOEC 
ni bil določljiv. LC50 smo za ZnCl2 določili pri 2.17 mM, LOEC pri 1 mM, NOEC pri 0.5 
mM.  
 
Kronično hranjenje čebel s saharoznimi raztopinami, ki vsebujejo med 0.25 – 2 mM CuSO4 
ali 0.5 – 4 mM ZnCl2 ne vpliva na njihovo stopnjo prehranjevanja.  
 
Kronično hranjenje čebel s saharoznimi raztopinami, ki vsebujejo med 0.25 – 2 mM CuSO4 
ali 0.5 – 4 mM ZnCl2 vpliva na njihovo vedenje. Izrazitost in pogostost vedenjskih 
sprememb narašča v skladu z višanjem koncentracij.  
 
Test izbire med kontrolno saharozno raztopino in poskusno saharozno raztopino, ki vsebuje 
med 0.25 – 2 mM CuSO4 ni pokazal averzije oziroma preference čebel za nobeno od 
raztopin. Čebele so izbirale med ponujenima možnostma slučajno.  
 
Test izbire med kontrolno saharozno raztopino in poskusno saharozno raztopino, ki vsebuje 
med 0.5 – 4 mM ZnCl2 je pokazal preferenco čebel za poskusno raztopino 0.5 mM 
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7 POVZETEK  
 
Ne povsem pojasnjeno množično odmiranje čebeljih družin je v zadnjih letih povečalo 
zanimanje raziskovalcev, ki v želji po ugotovitvi ključnega razloga preučujejo učinke 
številnih spojin, ki pogosteje prihajajo v stik s čebelami. O spojinah, ki vsebujejo težke 
kovine je zaenkrat še vedno malo znanega, obstoječi rezultati pa kažejo na vse prej kot 
zanemarljiv učinek na medonosno čebelo. Medonosna čebela zaradi svojega socialnega 
življenja v panj prinaša in kopiči znatne količine hrane, vode in drugih snovi, ki so lahko 
kontaminirane s kovinami. Zaradi svojega opraševanja predstavlja pomembno ekološko in 
ekonomsko vrednost v svetu, ter pomembnega bioindikatorja onesnaženosti okolja, zaradi 
svojih lastnosti in občutljivosti na različne kontaminante. Tovrstne raziskave, ki podajajo 
novo informacijo o interakcijah čebel s svojim okoljem so zato izjemnega pomena.  
 
V naši raziskavi smo se osredotočili na problematiko presežka bakra in cinka v neposrednem 
okolju čebel. Čebele smo 10 dni hranili s saharozno raztopino CuSO4 in ZnCl2 različnih 
koncentracij in tako ugotavljali vpliv bakrovih in cinkovih ionov na stopnjo preživetja in 
stopnjo prehranjevanja čebel. Dnevno smo beležili število poginulih čebel in razliko v masi 
hranilnikov iz katere smo lahko kasneje izračunali dnevno konzumacijo. Prav tako smo med 
izvedbo poskusov bili pozorni na spremembe v vedenju, ki smo jih zabeležili. S pomočjo 
razpoložljivih podatkov predhodnih raziskav smo dobili predstavo v katerem rangu 
koncentracij posameznih kovin lahko pričakujemo učinke na preživetje čebel in jih nato 
natančneje določili z izvedbo testa iskanja koncentracijskega območja. Iskali smo 
koncentracije izbranih kovin, pri katerih bi zabeležili razliko v stopnji preživetja, vendar da 
nam v 10 dnevih kroničnega hranjenja ne bi poginile vse testirane čebele. Rezultati 10 
dnevnega kroničnega hranjenja z izbranimi koncentracijami CuSO4 (0.25; 0.5; 1; 2 mM) in 
ZnCl2 (0.5; 1; 2; 4 mM) v saharozni raztopini so pokazali očiten učinek na preživetje čebel. 
Z izjemo najnižje testirane koncentracije ZnCl2 smo pri vseh ostalih zabeležili statistično 
značilno znižanje stopnje preživetja. Za CuSO4 smo LC50 določili pri 0.95 mM, LOEC pa pri 
najnižji testirani koncentraciji (0.25 mM), zato NOEC ni bilo možno določili. NOEC za 
ZnCl2 smo določili pri 0.5 mM, LOEC pri 1 mM in LC50 pri 2.17 mM.  
 
Glede na predhodne raziskave vpliva kovin na žuželke smo pričakovali, da bo kronično 
hranjenje vplivalo tudi na stopnjo prehranjevanja, vendar pa tega z našimi poskusi nismo 
uspeli potrditi. Čeprav se rezultati vseh testiranih koncentracij obeh testnih snovi niso 
statistično značilno razlikovali od kontrole (saharozne raztopine), smo pri poskusu s ZnCl2 
opazili zmanjševanje stopnje preživetja ob naraščanju koncentracij. Predvidevamo, da bi se 
pri nekoliko višji koncentraciji že lahko pokazala statistično značilna razlika.  
 
Nekaj minut na dan smo čebele tudi prosto opazovali in opisovali opažene vedenjske 
spremembe. Vedenjske spremembe so se intenzivirale s časom poskusa pri vseh 
koncentracijah obeh testnih snovi. Pri višjih koncentracijah so bile spremembe izrazitejše, 
pogostejše in so se pojavile bolj zgodaj. V glavnem so bile to težave s koordinacijo, vlačenje 
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abdomna in omejitev gibanja. Nekatere spremembe smo opazili tudi pri kontrolnih skupinah, 
kar lahko pripišemo za čebele stresnemu obdobju poskusa in pa tudi starosti čebel.  
 
Dodatno nas je zanimala še senzorika čebel, saj je morebitna zaznava kovin lahko ključnega 
pomena za stopnjo vpliva kovin na čebele. Če čebele recimo zaznajo določeno kovine in se 
ji izogibajo je lahko ta zelo strupena pa bo njen vpliv na čebelo zanemarljiv, ravno nasprotno 
pa če jo preferirajo. Preferenco oziroma averzijo čebel za izbrani kovini smo ugotavljali v 
naši raziskavi s testom izbire. Čebelam smo dali na voljo izbiro saharozno raztopino 
(kontrola) in saharozno raztopino z različnimi koncentracijami CuSO4 in ZnCl2. Pri poskusu 
z CuSO4 med izbirama nismo zabeležili opazne razlike v konzumaciji, zato sklepamo, da 
čebele bakrovih ionov ne zaznavajo. Poskus s ZnCl2 je potrdil predhodne raziskave in 
pokazal preferenco čebel za raztopino s cinkovimi ioni. Statistično značilno razlika je bila 
zabeležena pri 0.5 mM ZnCl2, kar pomeni da imajo čebele z nekega razloga raje to raztopino, 
kot navadno 50 % saharozno raztopino. Obstaja torej velika možnost, da čebele cinkove ione 
zaznajo na nek način, kar bi pa bilo potrebno potrditi z nadaljnjimi fiziološkimi senzoričnimi 
raziskavami. Preferenca je lahko tudi odraz delovanja cinkovih ionov na organizem čebele. 
Cinkovi ioni morda na nek način vplivajo na občutljivost čebel za saharozo in zato čebele 
saharozo zaznavajo kot manj sladko. Ker potrebujejo vseeno dovolj energije je logično, da 
bodo tako raztopino pojedle v večji količini. Ravno to smo želeli tudi potrditi s poskusom – 
saharoznim testom. Skupine čebel smo 24h hranili z različnimi koncentracijami saharozne 
raztopine in tako preverili, ali je stopnja konzumacije odvisna od sladkosti raztopine. Zaradi 
eksperimentalne napake nam tega z gotovostjo ni uspelo dokazati, saj statistične analize 
nismo mogli uporabiti, vendar gre z rezultatov razbrati pričakovani trend. V prid tej hipotezi 
kažejo tudi naši rezultati 10-dnevnega kroničnega testa. V prvem dnevu hranjenja čebel s 
ZnCl2 smo namreč zabeležili zelo visoko konzumacijo raztopine. Lahko je to sicer rezultat 
za čebele stresnega začetka poskusa oziroma predhodne slabe paše, lahko pa učinek 
delovanja cinkovih ionov. Ne glede na vzrok opažene preference pa ta vsekakor predstavlja 
dodatno skrb za čebele, saj lahko vodi v še večjo akumulacijo toksičnih koncentracij cinka 
v čebelah samih in njihovih produktih. 
 
Iz zapisanega je jasno razbrati, da je neodgovorjenih vprašanj v opisani problematiki še 
veliko in da je potrebno še veliko raziskovalnega dela. Predlagamo, da se v prihodnje s 
fiziološkimi raziskavami razjasni predvsem sposobnost čebel za zaznavanje problematičnih 
kovin. Potem prav gotovo je potrebno v toksikološke raziskave na kovinah vključiti več 
subletalnih parametrov, kajti le tako lahko relevantno ocenimo njihovih vpliv na preučevane 
organizme in na ekosistem. Skoraj povsem odprto vprašanje ostaja o združenem učinku 
kombinacij kovin na čebele, kajti v taki obliki praviloma tudi delujejo na čebele v naravi. 
Potrebne bi bile zelo obsežne raziskave, predvsem če bi želeli ovrednotiti tudi subletalne 
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